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Abstract
Dansk
Projektet er udarbejdet med det formål at tilvejebringe viden om de osmotiske forhold, der
gør sig gældende hos æg fra den calanoide copepod Acartia tonsa Dana. Her fokuseres der
på hvor stor en forskel i den metaboliske aktivitet, der forekommer når æggene udsættes for
forskellige saliniteter (10, 30 og 50 ppt). Denne måles som varmeudvikling ved hjælp af et
isotermt mikrokalorimeter (2277 Thermal Activity Monitor) fra Thermometric. Som et mål
for osmoreguleringen, søges det endvidere belyst hvor stor en andel af varmen der skyldes
aktiv ionregulering. Dette undersøges ved at hæmme Na+,K+-ATPasen med glykosidet
ouabain og sammenligne målingen af en sådan prøve med en reference. Endvidere beregnes
æggenes varmeudvikling til mellem 3,8 og 10,6 µJ æg−1 t−1, hvilket tyder på, at de hæmmes
ved de høje densiteter til stede i mikrokalorimetret.
Vi konkluderer, at saliniteten har stor indflydelse på æggenes metabolisme, men kan ikke
påvise hvorvidt de er osmokonforme eller ionregulerende.
Engelsk
Osmoregulation in subitaneous eggs from Acartia tonsa
The aim of this project has been the achievement of knowledge concerning the osmotic be-
haviour of eggs from the calanoid copepod Acartia tonsa Dana. Focus has been on variations
in the metabolic activity of the eggs as a result of exposure to experimental salinities of 10,
30 and 50 ppt. Metabolism is measured as heat production by the isothermal microcalori-
meter (2277 Thermal Activity Monitor) from Thermometric. As a scale of osmoregulation
the share of heat production owing to active ion regulation is investigated. This is done by
inhibition of the Na+,K+-ATPase with the glycoside ouabain and comparing values with
those of a reference. Additionally the heat production of the eggs is found to range from 3,8
to 10,6 µJ æg−1 t−1, which suggests inhibition at high densities such as inside the micro-
calorimeter.
We conclude, salinity has heavy influence on egg metabolism, but we can’t determine whet-
her they are osmoconformers or ion regulators.
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Forord
Denne rapport er blevet udarbejdet som en del af et 4. semesterprojekt på Roskilde Uni-
versitetscenters naturvidenskabelige basisuddannelse i foråret 2006.
Projektet er rent fagligt udarbejdet inden for miljøbiologi og rapporten henvender sig pri-
mært til andre studerende, omkring vores eget uddannelsestrin, som måtte have lyst til at
arbejde videre med at afdække de osmotiske forhold der gør sig gældende hos vandloppeæg
eller lignende. Det praktiske arbejde er udført i lektor Benni Winding Hansens laboratorium
på Roskilde Universitetscenters Institut for Biologi og Kemi.
Vi vil gerne benytte lejligheden til at takke vores vejleder lektor Benni Winding Hansen
og hans laborant Anne Faarborg for god vejledning og råd, samt Ph. D studerende Søren
Nymand Olsen, som har været meget behjælpelig med, og uundværlig for, vore kalorime-
triske målinger, professor Peter Westh for lån af apparaturet til dette og lektor Henning F.
Bjerregaard for assistance i forbindelse med vores hæmningsforsøg. Vi vil også gerne takke
specialestuderende Per Meyer Jepsen og Jonas Kring Højgaard for gode input til forsøgs-
opstillingen. De andre to grupper vi har arbejdet sammen med på dette semester, vil vi
også gerne takke for godt samarbejde - specielt har Cicilie Asaa gjort en stor indsats for
at få koordineret de tre gruppers forsøg og fælles opgaver. Endelig vil vi rette en tak til
Danmarks Fiskeriundersøgelser (DFU) i Chalottenlund for den hjælp vi har fået, i form
ekstra forsyning af vandlopper og æg, når det har været nødvendigt.
Undervejs i forløbet opstod der fra tid til anden problemer, som har medført at forsøge-
ne ikke er gået så glat som vi havde ønsket. Det viste sig vanskeligere end først antaget, at
få alger og vandlopper til at trives, og vi har derfor ikke fået tilstrækkelig mange æg, til i
tide at kunne udføre alle vores oprindeligt planlagte forsøg. Med ekstra forsyning af æg fra
DFU er det dog i store træk lykkedes, dog uden replikation af forsøgene.
NB: Der forefindes en ordliste bagerst i rapporten.
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1 Indledning
I takt med at der er fremkommet et stigende antal dambrug verden over, har der er været
øget fokus på kvaliteten af fiskefoder. Traditionelt er levende foder som krebsdyr (Arte-
mia salina) og hjuldyr (Brachionus genus) blevet anvendt, men nylig forskning har vist at
copepoder udgør en bedre ernæringskilde, da de har et højere indhold af essentielle fedtsy-
rer (Shields et al. 1999). En anden fordel ved copecoder, er at de har en langsom passage
gennem fiskenes fordøjelsessystem, og de sikrer dermed et mere effektivt næringsstofoptag
(Drillet et al., 2006). Dette medfører en lavere mortalitet blandt fiskelarverne, og derved et
større udbytte af dambrugene.
Anvendelsen af copepoder medfører imidlertid en række logistiske komplikationer, da op-
drættet er mere pladskrævende og omstændelig end med hjuldyr mm. Et fordelagtigt alter-
nativ ville derfor være udklækning på stedet af indkøbte æg i den enkelte akvakulturindustri.
Metoden besværliggøres imidlertid af æggenes korte klækningstid.
Copepoder kan lægge flere slags æg alt efter deres leveforhold, hvor dvaleæg udskiller sig
fra subitane æg. Subitane æg, som copepoder lægger under almindelige og gunstige forhold,
klækker i løbet af få dage, hvorimod dvaleæg, som lægges under miljøforringede betingelser,
er væsentligt længere om at klække, hvilket desuden først finder sted, når betingelserne atter
er gunstige (Marcus, 1996).
Denne omstændighed er relevant i forhold til ovenstående problemstilling, da induktion af
quiescent stadiet ville føre til enkle opbevaringsmetoder, der ville være fordelagtige med
henblik på at dyrke copepodæg til kommercielt brug. Det ville således være muligt at pro-
ducere og opbevare dem i stor skala indtil til de kunne afsættes, og aftagerne ville derved selv
kunne udklække dem efter behov. På den måde kunne copepod nauplier blive en konkur-
rencedygtig form for levende føde til fisk i dambrug. Fisk opnår en bedre pigmentering med
copepoder som foder frem for andre zooplankton. Dette gør i sidste ende fiskene nemmere
at afsætte til forbrugerne, fordi de fremstår friskere og sundere når de er velpigmenteret
(Shields et al., 1999). Endvidere muliggør fodring af fisk med copepoder kultivering af nye
fiskearter, som ikke er mulig med krebs- og hjuldyr (Marcus & Murray, 2000).
Selve kultiveringen af copepoderne vil muligvis kunne optimeres ud fra oplysninger om,
hvilken salinitet de trives bedst ved. Dog må man forvente at den ligger forholdsvis tæt på
saliniteten i deres naturlige habitat.
Igennem den sidste tid har forskningen været intensiv i voksne copepoder, mens den embry-
onale udvikling har været mere overset. En større viden på dette område vil være værdifuld,
da “langtidsholdbare” æg kan være en løsning på førnævnte logistiske problem.
I perioden 2002-2006 indgik Roskilde Universitetscenter (RUC) i et EU-projekt (POCE-
EF), der havde til formål at undersøge betingelserne for langtidsopbevaring af copepodæg
til brug i fiskefarme. Fire lande deltog i projektet; Grækenland, Spanien, Norge og Danmark.
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2RUC’s andel var at udvikle metoder til fremstilling af quiescente copepodæg i stor skala, til
videre oplagring og distribution. I løbet af projektet blev der udviklet en række teknikker,
som kulde- og saltstress, hvormed æggenes quiescent stadie kunne fremprovokeres. Projektet
blev afsluttet i starten af år 2006 med indsendelsen af den endelige rapport.
I de år projektet forløb, var en række studenter projektgrupper involveret, hvoraf to fo-
kuserede på betydningen af de ændrede salinitetsforhold, hvormed quiescent stadiet kunne
opnås. Deres forsøg antydede bl.a. at der sker fysiske ændringer af æggene under ekstreme
forhold. Hvis man forestiller sig en langtidsopbevaring af æg under f.eks. høj salinitet, er
det væsentligt at finde ud af hvordan æggene bliver påvirket.
Tidligere studier (Farmer & Reeve, 1978; Gaudy et al., 2000) indikerer at voksne copepoder,
A. tonsa, har en forhøjet metabolisme ved saliniteter over og under deres naturlige habitat.
Hvis det samme er gældende for deres æg, kan det tænkes at de bruger uforholdsmæssigt
meget energi på at modvirke saltkoncentrationen, og derved er svækkede når de klækker,
eller i værste fald dør.
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1.1 Projektets målsætning
Vi ønsker at undersøge i hvilket omfang subitane æg fra Acartia tonsa osmoregulerer ved
forskellige saliniteter, samt hvilke mekanismer der ligger bag. Som mål for osmoreguleringen,
ser vi på ændringer i æggenes metabolisme ved forskellige saliniteter, for at finde ud af, hvor
en stor en energetisk belastning dette påfører organismerne. Herefter ville vi hæmme deres
Na+,K+-ATPase, for at undersøge hvilken rolle den spiller i den sammenhæng.
Ovenstående leder os frem til følgende problemformulering.
1.1.1 Problemformulering
Hvordan påvirker salinitetsændringer den metaboliske aktivitet hos subitane æg fra A. tonsa
og hvordan hænger dette sammen med dens osmoregulering? Hvilken rolle spiller Na+,K+-
ATPasen i denne sammenhæng?
Afgrænsning
Den metaboliske aktivitet kan belyses fra mange forskellige vinkler, men vi vil afgrænse os
til at se på det ud fra mikrokalorimetriske målinger af varmeudviklingen og undersøge en
eventuel effekt af Na+,K+-ATPasen. Af tidsmæssige årsager, vil vi kun se på tre forskellige
saliniteter. Vi har valgt en salinitet på 30 ppt, som er den de anvendte copepoder opdrættes
i, samt to ekstreme saliniteter; 10 og 50 ppt.
2 Calanoide copepoder
Den calanoide copepod, Acartia tonsa, er en zooplanktonart der hovedsageligt lever i kyst-
nære områder. Den hører til blandt copepoderne, der tæller op til 11.500 forskellige arter,
fordelt i 120 familier. Copepoder findes i stort set alle marine og ferske områder på jor-
den, søer, verdenshavene mm. og er en af de mest udbredte organismer på Jorden (Humes,
1994). Copepoder spiller derfor en stor rolle i energifordelingen i de akvatiske fødenet, idet
den indgår som et vigtigt bindeled mellem primærproducenter, hovedsageligt fytoplankton,
og højere trofiske niveauer som fiskelarver (Støttrup & McEvoy, 2003). De fleste copepoder
er herbivorer, men en del, herunder A. tonsa, kan skifte til omnivorer, og kan således ernære
sig af f.eks. ciliates og andre organismer (Jakobsen et al., 2005).
A. tonsa lever over et meget stort geografisk område, fra Argentina op langs den norda-
merikanske Atlanterhavskyst til Canada, i Stillehavet, samt i de Europæiske farvande, som
Middelhavet, Den Engelske kanal og Østersøen (Caudill & Bucklin, 2004; Mauchline, 1998).
Den lever hovedsageligt i kystnære områder, som fjorde og flodudløb, og bliver deraf udsat
for store salinitetsændringer, idet ferskvand fra floder og vandløb blandes med havvand. A.
tonsa er derfor meget tolerant over for salinitetsændringer, og lever normalt i områder med
saliniter fra 5 ppt til 30 ppt (Cervetto et al., 1999). Forsøg har dog vist at A. tonsa kan
overleve saliniteter langt over den som findes i deres normale habitat. I et konkret eksempel
undersøgte Cervetto et al. (1999) copepoder fra en lagune ved middelhavet, "Berre lagoon",
og observerede overlevelse ved helt ned til 1 ppt ferskvand, mens den øvre grænse var 72
ppt saltvand. Overlevelsesraten var dog størst inden for ændringer på 10 - 15 ppt.
Forsøg med klækningsrater ved forskellige saliniteter har vist, at der sandsynligvis fore-
kommer fænotypiske variationer mht. salttolerancer fra population til population (Peck &
Holste, 2005). således at resultater fra forskellige populationer ikke nødvendigvis kan sam-
menlignes direkte. I det ovenstående forsøg (Cervetto et al., 1999), levede populationen der
blev anvendt ved ved en gennemsnitlig salinitet på 15 ppt, mens dem vi anvender lever ved
30 ppt.
2.1 Copepod æg
A. tonsa gyder sine æg frit i vandsøjlen (Mauchline, 1998). Når de forlader hunnen er de
ofte aflange eller pæreformede og klæber til hinanden, men separeres inden for få minutter
og bliver runde (Nielsen, 2005).
Der er mange faktorer som influerer på ægproduktionen, heriblant temperatur, oxiske for-
hold, tilgængelighed af føde, samt kvaliteten af denne. Ved 15 ◦C vil produktionen pr. hun
være 17-50 æg dagligt. Æggene ser nogenlunde ens ud når de forlader hunnen, men udvikler
sig derefter forskelligt (Mauchline, 1998).
De befrugtede æg som undergår en fortløbende embryonaludvikling, og derved klækker in-
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den for få dage efter at de har forladt hunnen, kaldes subitane æg. Dem som er i dvale
kaldes enten quiscent eller diapause æg. Quiescens beskrives som en øjeblikkelig, direkte
respons på en begrænsende faktor. Ved tilbagevenden til gunstige forhold vil udviklingen
umiddelbart fortsætte. Diapause er en mere grundlæggende afbrydelse i udviklingen, som
trækker organismens metabolisme væk fra den direkte udviklingsmæssige pathway og ind
i et mere klart organiseret ophold i udviklingen (Marcus, 1996). I henhold til årstidsvaria-
tionen, menes produktionen af diapause æg at sætte ind et par måneder før copepoderne
forsvinder fra vandsøjlen. På den måde kan æggene ligge klar til de miljømæssige vilkår er
forbedrede (Santella & Ianora, 1990).
2.1.1 Æggenes morfologi
Ved Scanning Electron Microskopi har Castro-Longoria undersøgt den ydre morfologi af
subitane og diapause æg fra Acartia spp. Undersøgelsen viste en forskel i udformningen af
de to typer æg. Den ene var glat og 76,54 µm i diameter, havde korte pigge op til 4,8 µm,
og en kækningsprocent på 88,6 inden for 24 timer. Disse æg blev antaget at være subitane.
Den anden type havde en diameter på 70,8 µm, eksklusiv pigge. De klækkede ikke inden
for en tidsramme på 90 dage og blev antaget at være diapause æg (Castro-Longoria, 2001).
Tidligere, i 1990, havde Santella & Ianora ligeledes fundet to morfologisk forskellige typer af
æg, men den gang fra arten Acartia bifilosa. Også her blev der fundet æg med og uden pigge,
hvor de første blev antaget at være subitane æg og de andre at være diapause æg. (Santella
& Ianora, 1990; Castro-Longoria & Williams, 1999). Forskellen i overfladestruktur ses af
figur 2.1. Ud fra dette konkluderer de, at man til en vis grad kan se forskel på de forskellige
ægtyper. Glatte æg vil således kunne identificeres som subitanæg, og i det omfang man kan
vurdere piggenes størrelse, vil man kunne se om det er et diapauseæg eller et subitantæg
med pigge. Der er dog ikke enighed om hvorvidt dette er tilfældet. I et studie af Hansen
et al. (2006) blev der observeret fire kategorier af æg, fra helt glatte til æg med kraftige
pigge, som alle klækkede inden for 24 timer med en klækningprocent over 50. Her menes
det derfor, at en sammenhæng mellem æggenes ydre morfologi og deres udviklingsforhold,
kan afkræftes.
Figur 2.1 Billede A viser et glat subitan æg. Billede B viser et subitan æg med korte pigge,som
muligvis er gydet i en overgangperiode mellem produktion af subitane og diapause æg og billede
C viser et diapause æg (Santella & Ianora, 1990).
Med henblik på spørgsmålet om osmoregulering i æggene, kunne det være nyttigt at vide
hvordan æggene er afgrænset fra omverdenen og vi har derfor fundet interesse i en undersø-
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gelse af copepodæggeskallers vævsopbygning udført af Santella og Ianora i 1990. De under-
søgte skalstrukturen hos forskellige typer æg fra copepoden Pontella mediterania. Lige som
hos A. tonsa var æggene mørke, men æggene fra Pontella mediterania var væsentlig større
(130-150 µm), hvor de æg vi arbejdede med var omkring 80 µm (ifølge målinger foretaget
af den 2. semester projektgruppe som vi har arbejdet sammen med i dette projektforløb).
Da vi ikke har kunnet fremskaffe lignende information om A. tonsa, vil vi forsøge at drage
nytte af deres resultater.
De viste morfologiske forskelle på skalstrukturen hos subitane og diapause æg. Dog forekom
der en tredje type, der mindede om diapause æg, men klækkede inden for 2-3 døgn. Disse
forslås at være lagt i en overgangsfase mellem produktion af subitane og diapause æg. De
glatte subitane æg var omgivet af en tynd fosterhinde dækket af fibriller, figur 2.2 A og B.
Skallen på dem som havde pigge (både subitane og diapauseæg) havde en mere kompleks
firelaget struktur, se figur 2.2 C. I diapauseæggene kunne man efter tre måneders inkubering
observere en sammentrækning i bredden af skallen, og aggregaterne karakteriseret i C3 var
stærkt reduceret eller ikke længere synlige (figur 2.2 D).
Figur 2.2 På billede A og B ses et histologisk fotografi af subitanæg. Yderst har disse en tynd
fosterhinde, som er dækket af fibriller. På billede C ses tilsvarende fotografi af et æg med pigge.
Skallen har her en mere kompleks, firlaget struktur. Yderst er der et tykt homogent lag som lige
som hos subitan æg, er dækket med fibriller (C1) herefter følger et porøst lag af samme tykkelse
som det foregående (C2). Så kommer et meget tykkere og opdelt lag (C3). Dette er karakteriseret
ved tilstedeværelsen af lange aggregater af elektrontæt materiale uregelmæssigt indlejret mellem
inddelingerne. Inderst findes et homogent lag, som indeholder plasmamembranen (C4). Af billede
D fremgår det at de mørke aggregater i lag C3 er fraværende efter tre måneders diapause. Figur
fra (Santella & Ianora, 1990).
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Skallen hos de subitane æg med pigge, havde en struktur svarende til den i diapause æg,
bortset fra, at lagene kun var halvt så tykke. En anden forskel var fravær af aggregater i
C3 (Santella & Ianora, 1990). Santella og Ianora mener, at den divergerende skalstruktur
udvikles efter at ægget har forladt hunnen, da de indtil da forekommer at være stort set
ens.
Da man har konstateret ændringer i volumen og saltindhold i æg fra A tonsa, menes det at
skallen er permeabel over for både vand og ioner (Elmedal et al., 2003; Calliari et al.,2006).
Det lader endvidere til at skallen er permeabel for sulfid (Nielsen, 2005).
2.1.2 Sammenligning af cytoplasma hos subitane og diapauseæg
I cytoplasma havde både subitane og diapause æg en granula sammensætning der indeholdt
forskellige organeller, som kunne svare til pigment og blomme granuler. I diapause æg var
der ofte to eller flere granula som var sammenhængende. I cytoplasma sås også store om-
råder karakteriseret ved store mængder små visikler. Den strukturelle forskel hos diapause
æg var tilstedeværelsen af et stort antal cirkelformede strukturer af varierende størrelse ka-
rakteriseret af deres pletvise fordeling af elektrontæt materiele. Efter tre måneders ophold
i udviklingen, hvor der ikke var tegn på celledeling, var disse strukturer stadig tilstede i
cytoplasma (figur 2.3) (Santella & Ianora, 1990).
Figur 2.3 Figuren illustrerer udviklingen i cytoplasma hos et diapause æg (Santella og Ianora,
1990).
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Figur 2.4 viser et ungt diapause æg i et tidligt stadie af embryogenesen. Plasmamembranen
var omgivet af et enkelt lag af follikelceller og æggetsplasmamembran er tæt forbundet med
follikelcellerne. På dette stadium var der en stor kerne i cytoplasmaet som også indeholdt
mange mitokondrier og ligeledes store mængder endoplasmatisk retikulum. I senere stadier
var follikelcellerne taget til i udbredelse og kernen var blevet meget stor. Plasmamembranen
var meget foldet (Santella & Ianora, 1990). Tilstedeværelsen af de mange mitokondrier
stemmer umiddelbart godt overens med observationer gjort i A. tonsa, hvor man så et
tiltagende iltforbrug op gennem embryogenesen indtil klækningen (Nielsen, 2006).
Figur 2.4 Figuren viser et ungt diapause æg i et tidligt stadie af embryogenesen. Plasmamembranen
var omgivet af et enkelt lag af follikelceller og æggetsplasmamembran er tæt forbundet med follikel
cellerne (fc). På dette stadium var der en stor kerne i cytoplasmaet som også indeholdt et stort antal
mitokondrier og ligeledes store mængder endoplasmatisk retikulum. Billede B viser et senere stadie
hvor follikelcellerne er taget til i udbredelse og kernen er blevet meget stor. Plasmamembranen var
meget foldet.
2.1.3 Fremprovokering af quiescent stadie
I ønsket om at kunne udsætte klækningen af subitane æg, er der blevet eksperimenteret
med at provokere æggene ind i quiescens ved at opbevare dem køligt (ved 2-3 ◦C), såkaldt
cold store. Forsøg udført af Drillet et al. (2006) med æg fra A. tonsa har vist, at det kan
lade sig gøre i op til et år. I det konkrete forsøg observerede de ikke nogle forringelse af
klækningsraten inden for to uger, og æggene kunne derved betragtes som friske, mens der
var et fald på 20 % i perioden 1-11 måneder. Efter 12 måneder faldt klækningsraten til 37
%, mens der ikke forekom nogle klækning efter 20 måneder. Over hele opbevaringsperioden
blev der observeret et gradvist fald i æggenes indhold af umættede fedtsyrer. De biokemiske
ændringer er en kraftig indikation på, at der stadig foregår embryogenese og derved meta-
bolisk aktivitet, om end meget langsomt. Derudover kan quiescens induceres ved at udsætte
æggene for anoxiske forhold, eller ved saltstress. Begge dele forekom i forbindelse med vores
forsøg. Æg vi ikke ønskede skulle klække, blev gennemboblet med nitrogen, for at fjerne
ilten og dermed udsætte klækningen. I vores klækningsforsøg har vi set, at æggene stort set
ikke klækkede når de opholdt sig i 10 eller 50 ppt, men først når de blev overført til 30 ppt.
Når klækningen udsættes mere end et par døgn, kan man ud fra definitionen af quiescens
slutte at denne må være indtrådt.
3 Osmoregulering
Osmose er diffusion af vand fra en opløsning med lav ionkoncentration til en med høj koncen-
tration over en selektiv permeabel membran, som f.eks. en cellemembran. Det forekommer
når der mellem to væsker er forskelle i osmotisk tryk eller osmolalitet (total koncentration
af opløst stof udtrykt som molalitet).
I tilfældet hvor de to væsker afviger fra hinanden i osmotisk tryk, kaldes væsken med den hø-
jeste ionkoncentration hyper-osmotisk og den med den laveste koncentration hypo-osmotisk.
Nettobevægelsen af vand går fra den hypo-osmotiske til den hyper-osmotiske væske. Væ-
skerne kaldes isoosmotiske i det tilfælde hvor de har det samme osmotiske tryk. I så fald
vil der ikke være nogen nettobevægelse af vand over membranen, da der strømmer lige me-
get vand i begge retninger. Passage af vand ind og ud af cellen foregår ved diffusion via
kanalproteiner, aquaporiner, der findes i cellens membran. Da dyreceller ikke har cellevæg-
ge vil de svulme op og lysere, hvis der er et fortløbende nettooptag af vand, hvorimod de
vil skrumpe og tørre ud hvis cellen har en nettoudskillelse af vand (Campbell & Reece, 2005).
Der er to måder hvorpå akvatiske organismer kan forholde sig til en omgivende salinitet.
Enten kan de være osmokonforme eller de kan ionregulere ved hjælp af Na+,K+-ATPasen.
Osmokonforme organismer overlever salinitetsvariationer ved at opnå samme osmolalitet
inden i cellerne, som i den omgivende væske (se evt. følgende afsnit om osmolytter) og er
altså isoosmotiske med omgivelserne. Denne form for regulering kan generelt kun lade sig
gøre inden for en begrænset variation i saliniteten, hvorimod dyr der lever i miljøer med
kraftigt varierende saliniteter, oftest er i stand til at ionregulere (se evt. efterfølgende afsnit
om Na+,K+-ATPasen).
Organismer der er ionregulatorer, overlever ændrede saliniteter ved at kontrollere passagen
af både ioner og vand over deres cellemembraner. Dette er energikrævende processer, men
muliggør eksistens under mere ustabile osmotiske forhold. Hvis organismens indre saltkon-
centration er lavere end omgivelsernes kaldes det hyper-osmoregulering og i modsat fald
hypo-osmoregulering (Campbell & Reece, 2005).
3.1 Osmolytter
Osmolytter er en betegnelse for frie aminosyrer, som visse organismer bruger til osmore-
gulering (Farmer & Reeve, 1978). Da saliniteten i blodet hos osmokonforme dyr varierer i
funktion af de ydre forhold, reguleres volumen og ionkoncentration på celleplan ved hjælp
af organiske osmolytter. Reguleringen har til formål at beskytte cellens mekanismer, som
kræver et konstant intracellulært miljø. Akkumuleringen af osmolytter er metabolisk om-
kostningsfuldt, men disse lader til at have den fordel i forhold til uorganiske ioner som Na+
og K+, at de ikke ændrer proteinstrukturen inde i cellerne (Sperelakis, 1995). Mange essen-
tielle cellulære processer er enzymkatalyseret, og uhensigtsmæssige konformationsændringer
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i proteinerne kan derfor være fatale.
Hos A. tonsa er 15 - 30 % af osmolaliteten opretholdt af frie aminosyrer, som indbefat-
ter prolin, glycin, serin, alanin, lysin, o.a. (Farmer & Reeve, 1978; Gonzalez & Bradley,
1994). Aminosyrerne har også en funktion som energireserve, hvis fødetilgængeligheden er
lav, eller saliniteten i det ydre miljø falder; osmolytterne kan i så fald kataboliseres eller
simpelthen udskilles, hvis salinitetsændringen er for brat (Farmer & Reeve, 1978; Gaudy
et al., 2000). De færreste dyr, uanset om de er osmokonformere eller ionregulatorer, kan
tolerere massive ændringer i den omgivende salinitet. De som slet ikke kan, betegnes som
stenohaline. Derimod kan euryhaline dyr, hvilke inkluderer både enkelte osmokonformere
og enkelte ionregulatorer, overleve store fluktuationer i den omgivende salinitet (Campbell
& Reece, 2005).
3.2 Na+,K+-ATPase
Organismer der har evnen til at ionregulere, er i besiddelse af enzymet Na+,K+-ATPasen.
Som et udtryk for ionreguleringen har vi derfor valgt at se på dette enzyms aktivitet, da
det antages at have stor betydning for omfordelingen af ioner mellem medierne på hver side
af den selektivt permeable plasmamembran.
Proteinet Na+,K+-ATPase, også kendt som natrium-kalium-pumpen, er et membranbundet
enzym som transporterer natrium og kalium over cellemembranen mod deres koncentrations-
gradienter, under hydrolyse af ATP. Der pumpes henholdsvis natriumioner ud af cellen og
kaliumioner ind i cellen i forholdet 3:2 (figur 3.1). Dette gør cellen i stand til at opretholde et
membranpotentiale, men kan også bruges med henblik på ionregulering. I cytoplasma er der
en høj koncentration af K+ og en lav koncentration af Na+. Uden for cellen er det omvendt
(Lingrel & Kuntzweiler, 1994). Passiv diffusion af Na+ og K+ sker igennem kanalproteiner
i deres respektive koncentrationgradienters retninger (dvs. Na+ ind i cellen og K+ ud af
cellen) (Prentø & Jensen, 2000). Cellemembranen er mere permeabel for K+ end for Na+,
hvorfor der vil være en hurtigere bevægelse af K+ ud af cellen end Na+ ind i cellen. Dette
medfører et diffusionspotentiale over membranen, som er negativt ladet indvendigt, hvilket
sænker udflux af K+ og øger indflux af Na+ indtil cellen opnår et steady state, hvor indflux
og udflux har samme hastighed (Skou, 1998).
Figur 3.1 Skematisk fremstilling af Na+,K+-ATPasens virkemåde.
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Pumpecyklus
Na+,K+-ATPasen findes overordnet i to forskellige konformationer, som begge kan eksistere i
en fosforyleret og en ikke-fosforyleret form og begge har subkonformationer. E1 er formen der
har en høj affinitet for natrium, og E2 har en høj affinitet for kalium. Cyklussen som fremgår
af figur 3.2 gennemgås her. Når systemet befinder sig i E1 konformationen med gaten åben til
den cytoplasmiske side, men lukket til den ekstracellulære side, bindes 3 Na+ til enzymet; to
af dem som et neutralt kompleks og den tredje som en ion. Systemet er katalytisk aktivt og
har en høj affinitet for ATP. Ved binding af ATP til enzymet, fosforyleres det til en form der
er sensitiv over for ADP, hvilket betyder, at der dannes en energirig fosfatbinding, E1’∼P.
Dette lukker gaten til den cytoplasmiske side, hvormed de 3 Na+ er lukket inde i carrier-
delen. Efterfølgende sker der en ændring af den energirige E1’∼P binding til en lavenergi
binding, E2”∼P og den ene Na+ frigives undervejs fra E1”∼P til den ekstracellulære side
af membranen. Overgangen til E2”-P formen åbner gaten for de tilbageværende 2 Na+ og
affiniteten skifter til en lav Na+ affinitet og en høj K+ affinitet. Derved bindes der 2 K+
fra det ekstracellulære medie, hvorved systemet defosforyleres og den ekstracellulære gate
lukkes og de 2 K+ er lukket inde i formen E2’. ATP binder, med en lav affinitet, til E2’ på
den cytoplasmiske side, hvorved den cytoplasmiske gate åbnes og affiniteten for K+ falder.
De 2 K+ frigives fra E2, hvormed enzymet der igen har høj affinitet for Na+, binder tre af
disse til E1 formen. Cyklussen er dermed fuldendt (Skou, 1998).
Figur 3.2 Na+,K+-ATPasens pumpecyklus, nærmere detaljer fremgår af teksten (Skou, 1998).
3.2 Na+,K+-ATPase 12
Opretholdelse af membranpotentiale og co-transport
Natriumgradienten, der dannes når ATPasen pumper natriumioner ud af cellen, bruges som
drivkraft til flere andre transportprocesser, inklusiv translokation af glukose, aminosyrer og
andre næringsstoffer ind i cellen, til en højere koncentration end der er udvendigt (Köksoy,
2002; Lingrel & Kuntzweiler, 1994; Skou, 1998). Transporten danner desuden grundlag for
co-transport af Na+/Cl−, Na+/K+/2Cl− og K+/Cl− (figur 3.3), som kan være involveret i
volumenregulering (Skou, 1998), og medvirke til en elektrisk gradient over cellemembranen,
som er essentiel for opretholdelse af cellens hvilepotentiale (Lingrel & Kuntzweiler, 1994;
Skou, 1998).
Figur 3.3 Ved cotransport transporteres ioner mod deres elektrokemiske gradient (opadgående
pil), ved koblet transport med ioner der diffunderer ind i cellen med deres elektrokemiske gradient
(nedadgående pil) (modificeret figur fra Skou, 1998).
Struktur og opbygning
Na+,K+-ATPasen er opbygget af to subunits; en α subunit og en mindre β subunit, hvor
der til hver findes flere isotyper, der forekommer med forskellig hyppighed i forskellige celle-
typer. De to subunits forekommer i ækvivalente mængder og Na+,K+-ATPasen kan fungere
som en dimer (Lingrel & Kuntzweiler, 1994). Begge subunits er nødvendige for enzymatisk
aktivitet (Köksoy, 2002).
α subuniten spiller en vigtig rolle for enzymets katalytiske funktion, idet den indeholder
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bindingssitet for ATP, ioner, cardiac glycosider (hjerteglykosider), samt fosforylerings-sitet
(Köksoy, 2002; Lingrel & Kuntzweiler, 1994). α subunitens N- og C-terminaler er lokaliseret
intracellulært (se figur 3.4) og der er enighed om, at α subuniten har ti transmembrane
segmenter (benævnt H1-H10), hvor der i cytoplasma er et mindre loop mellem segmenterne
H2-H3, og et større loop mellem H4-H5, som er sitet for fosforylering og binding af ATP
(Köksoy, 2002).
β subuniten er et glycoprotein som kun krydser plasmamembranen et enkelt sted. Der er
en kort del i cytoplasmaet, hvor N-terminalen er lokaliseret, og en stor glykosyleret del
extracellulært, hvor C-terminalen er lokaliseret (se figur 3.4) (Köksoy, 2002). β subuniten
synes at være involveret i modning af enzymet, lokalisering af ATPase til plasmamembranen
og stabilisering af en K+-bundet mellemform af proteinet (Lingrel & Kuntzweiler, 1994).
Figur 3.4 Af figuren fremgår de to subunits Na+,K+-ATPasen er opbygget af (Köksoy, 2002).
Hæmning med ouabain
Na+,K+-ATPasen tilhører de såkaldte P-type ATPaser, der har en katalytisk cyklus til
fælles, som involverer en fosforyleret mellemform af proteinet. Na+,K+-ATPasen skiller
sig ud fra de andre, idet den specifikt hæmmes af cardiac glycosider, som f.eks. ouabain og
digoxin (Lingrel & Kuntzweiler, 1994). Hæmningen sker når enzymet er på formen E2”-P (jf.
pumpecyklus, figur 3.2), ved at ouabain bindes til Na+,K-ATPasen på den ekstracellulære
overflade (Lingrel & Kuntzweiler, 1994; Köksoy, 2002).
Affinity labels har identificeret α-subuniten som det primære bindingssite, dog forekommer
nogen mærkning af β-subunits også. Ydermere er bindingssitet ofte et kompleks. Man har
vist at både N- og C-terminalen for α-subuniten, bidrager til ouabain sensitiviteten (Lingrel
& Kuntzweiler, 1994).
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3.3 Eksempler på osmoregulering i taksonomisk beslægtede organismer
For at få en ide om, hvad vi kan forvente af vores forsøg, har vi set på tilsvarende un-
dersøgelser udført på beslægtede organismer, heriblandt et om osmoregulering i krebsdyr
(decapoder). Thalassinid ghost shrimp, Lepidophthalamus louisianensis, lever i estuarine
habitater med en lille variation i saliniteten og hyper-osmotiske kompetencer er til stede på
det tidspunkt, hvor klækningen finder sted. Aktiviteten af Na+,K+-ATPasen blev målt i
fire stadier, S1-S4, der dækker den embryonale udvikling i larver. Enzymaktiviteten var lav
i stadie S1-S2, øgedes i S3 og toppede i S4. Herefter fulgte klækning, og enzymaktiviteten
faldt derefter en smule. Den hyper-osmotiske tolerance der var til stede, kom sandsynlig-
vis til udtryk sent i embryonaludviklingen, som vist i den øgede Na+,K+-ATPase aktivitet
(Charmantier & Charmantier-Daures, 2001).
Artemia sp. er kendt for sin høje tolerance over for hypersaline medier. Afhængigt af de
miljømæssige forhold kan den skifte fra vivipar til ovipar reproduktion (hhv. fødsel af le-
vende unger og lægning af æg). Ved klækningen bliver nauplierne ofte konfronteret med
meget højere saliniteter, end de har været udsat for i ægget. De foretager en stærk hypo-
osmoregulering, opnået ved aktiv ion ekskretion medieret af Na+,K+-ATPasen (Charman-
tier & Charmantier-Daures, 2001). Som kontrast har A. tonsa nauplier lav tolerance over
for udsving i saliniteten (Gaudy et al., 2000).
3.4 Osmoregulering i voksne copepoder
En anden indgangsvinkel til at forudsige æggenes opførsel, er at se på de voksne individer.
Man har på nuværende tidspunkt ikke nogen klare indikationer på at A. tonsa er i stand til
effektivt at kontrollere sin vandbalance, dog er arten i stand til at tolerere og bebo en bred
variation af saliniteter (se afsnit 2 om calanoide copepoder). I et forsøg der havde til formål
at belyse aminosyrernes rolle i A. tonsas tilpasning til varierende saliniteter, knytter Farmer
og Reeve en kommentar til visse af resultaterne om, at ionregulering ikke forekommer dem at
være en usandsynlig forklaring på observationerne (Farmer & Reeve, 1978). Således antydes
det, at A. tonsa godt kunne tænkes at være en ionregulator.
3.5 Energiforbrug ved osmoregulering
Når en organisme ionregulerer forbruger den energi, som afspejler ionreguleringens andel af
cellernes metabolisme. Denne inddeles i katabolisme, som er nedbrydning af stoffer under
dannelse af energirige forbindelser, hovedsageligt ATP, og anabolisme, som sammenfatter
opbygningen af stoffer under forbrug af ATP. Begge processer afgiver varme (Campbell &
Reece, 2005).
Ionregulering kan registreres på forskellig vis med målinger af organismens energiforbrug.
Faktorer som varmeudvikling og respiration er hyppigt anvendte variable, som bruges til
at påvise den øgede metabolisme. Udskillelse af ammoniak er ligeledes en gængs metode
til måling af copepoders metabolisme, da hovedparten af dyrenes nitrogen udskilles under
denne form (Strøm, 1979).
De energetiske omkostninger ved ionregulering afhænger af, hvor forskellig organismens os-
molalitet er fra omgivelsernes; hvor nemt vand og opløste stoffer kan passere dyrets overflade
og hvor meget energi der skal til at pumpe ioner over membranen. Eksempelvis vil osmo-
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reguleringen hos mange fisk, pga. af forskellen i osmolalitet på deres kropsvæske kontra
fersk- eller havvand, beløbe sig til omkring 5% af den samlede hvilemetabolisme. I saltsø
krebs (Artemia salina), der lever i Utah’s Great Salt Lake og andre ekstremt salte søer,
er gradienten mellem intern og ekstern osmolalitet meget stor og energiomkostningerne er
tilsvarende høje - helt op til 30% (Campbell & Reece, 2005).
Hos A.tonsa har forsøg vist, at energiforbruget stiger når saliniteten ændres i forhold til
dens naturlige habitat, som både kan være brak- og havvand (Gaudy et al., 1999; Farmer
& Reeve, 1978). Når saliniteten er faldende, kataboliserer copepoden en del af osmolyt-
terne for at opnå en osmolalitet, som passer til de ændrede omgivelser. Et forsøg udført
af Lance (1965) viser sammenstemmende hermed, at A.tonsa øger sin respiration med 78
% ved et fald i saliniteten fra 34 til 14 ppt. Ved saliniteter under 14 ppt antyder Lance
(1965) at A.tonsa kan tænkes at hyper-osmoregulere. Resultatet underbygges af Farmer og
Reeve (1978), som påviser at udskillelsen af ammoniak vokser som følge af både stigninger
og fald i saliniteten. Den registrerede ammoniak har ophav i resterne af de kataboliserede
aminosyrer. En del af disse aminosyrer synes stadig at være intakte, sandsynligvis fordi
salinitetens fald under forsøget har været unaturligt hurtigt og copepoden derfor ikke har
nået at nedbryde alle osmolytterne.
Ved stigende salinitet er reaktionsmønstret mindre klart beskrevet i litteraturen. Til en vis
grad opretholdes osmolaliteten af produktionen af osmolytter, der påbegyndes som følge af
miljøændringen, men denne proces er ret energikrævende. I en artikel opstiller Farmer &
Reeve en hypotese om ionregulering i copepoder ved høje saliniteter. De understøtter hy-
potesen med målte aminosyreværdier i copepoden, som i forsøget aldrig overstiger niveauet
i referencen (Farmer & Reeve, 1978). I de første seks timer af forsøget observeres endda et
fald i mængden af osmolytter; et fænomen som Farmer & Reeve tilskriver katabolisering af
aminosyrer forårsaget af saltstress. Det 24 timer lange forsøg har imidlertid den fejlkilde, at
copepoderne ikke indtager føde og derfor formentlig nedbryder en del af osmolytterne, hvis
sekundære funktion er energireserver. Årsagen til det observerede maksimum i antallet af
osmolytter, kan derfor også være en konstant katabolisering i de sultne copepoder.
Farmer følger dog op på forsøget året efter (1979) og opstiller her en hypotese om at regule-
ring med osmolytter ved en given salinitet afløses af Na+,K+-ATPasen, da denne mekanisme
er mindre energikrævende end opretholdelsen af store koncentrationer osmolytter. Således
indikerer Farmers to forsøg, at A.tonsa ved højere saliniteter anvender Na+,K+-ATPasen,
hvorimod resultaterne fra Lance (1965) peger på osmoregulering ved anabolisme af osmo-
lytter mellem 14 og 34 ppt, og hyper- osmoregulering ved saliniteter under 14 ppt.
Uanset hvorvidt en organisme regulerer sin osmolalitet med osmolytter, Na+,K+-ATPase el-
ler begge dele, er processerne omkostningsfulde i energi. Som før beskrevet, kan denne energi
registreres på forskellig vis, og i vores forsøg har vi valgt at fokusere på varmeudviklingen.
4 Mikrokalorimetri
Kalorimetri er en termodynamisk metode der kan bruges til at undersøge varmeudviklingen
fra fysiske, kemiske og biologiske processer uden selv at indvirke på selve processen der måles
på. Ved cellulære processer udvikles der varme, som kan registreres med et kalorimeter som
værende et udtryk for cellens samlede metaboliske aktivitet. Herved opnås et billede af or-
ganismens udvikling time for time. Metoden er dog begrænset da kalorimetri er en uspecifik
målemetode, idet der måles på den totale varmeafgivelse, hvilket giver et godt billede af me-
tabolismen som helhed. Metoden yder i sig selv ikke tilstrækkelig information til at fortolke
resultaterne i dybere detaljer. Dermed er det ikke muligt at bestemme, hvor varmeudviklin-
gen stammer fra, eller hvilke processer der producerer den, ud fra kalorimetri alene, hvorfor
det kan være hensigtsmæssigt at kombinere kalorimetri med andre mere specifikke analyti-
ske teknikker (Johansson & Wadsö, 1999). Til vores brug er metoden dog fuld anvendelig,
da vi netop sammenligner den samlede metabolisme fra æggene under forskellige betingelser.
I det følgende afsnit vil der være en gennemgang af organismers metaboliske aktivitet,
efterfulgt af et afsnit med en gennemgang af hvordan denne kan måles ved kalorimetri.
Kapitlet afsluttes med en beskrivelse af det kalorimeter vi har anvendt til vores målinger.
4.1 Metabolisme
De kemiske reaktioner der foregår i en celle kaldes tilsammen for cellens metabolisme. Denne
inddeles i katabolisme som er nedbrydning af stoffer, under dannelse af energirige forbindel-
ser, hovedsageligt ATP, og anabolisme som er opbygning af stoffer under forbrug af energi
fra ATP. Begge bidrager til produktion af varme.
Termodynamikkens første lov siger at energien i universet er konstant; dvs. at energi hverken
kan blive dannet eller destrueret, men kun overført og omdannet. Grunden til at energien
ikke kan genbruges i det uendelige beskrives i termodynamikkens anden lov, som siger at al
energioverførsel eller omdannelse øger universets entropi; dvs. at der i omdannelsen mellem
potentiel og kinetisk energi altid vil være et tab i form af varmestråling.
Organismerne kan på den måde kun udvikle varme i forbindelse med metabolisk aktivitet
og der vil ikke kunne være metabolisk aktivitet uden varmeudvikling. Effekt er defineret
som energiudvikling pr. tidsenhed og derfor mener vi med rimelighed at kunne tolke effekten
som et udtryk for størrelsen af den metaboliske aktivitet.
Mængden af energi der forbruges til at danne en bestemt mængde ATP afhænger af den
biokemiske reaktionsvej hvorigennem den dannes; her specielt de oxiske forhold (Campbell
& Reece, 2005).
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4.2 Generelt om kalorimetri
Kalorimetri har gennem tiden været brugt i biologien til at undersøge varmeudviklingen fra
levende organismer. Følsomheden har dog været en begrænsende faktor, og det har ofte væ-
ret nødvendigt at supplere undersøgelserne med mere indirekte målinger af metabolismen,
som iltforbrug og lignende (Johansson & Wadsö, 1999). Den nedre grænse for følsomheden
har ligeledes begrænset detaljeringsgraden af målingerne.
Inden for det seneste årti er der blevet udviklet en række kalorimetre, benævnt “isoterme
mikrokalorimetre”, der har en følsomhed ned i µW eller ηW området (Wadsö, 1997). Hvis
der for levende systemer måles en temperaturforskel inden for få mK, kan sådanne målte
processer betragtes som isotermiske (Johansson & Wadsö, 1999).
Måling af varmeudvikling fra akvatiske organismer kræver større følsomhed end måling på
terrestiske organismer pga. vands store varmekapacitet, hvilket gør varmeudvekslingen mel-
lem kuvetten og aluminiumsblokken relativt meget mindre (Lambrecht, 1998).
De fleste kalorimetre er opbygget af en eller flere prøvebeholdere, der er nedsænket i et
termostatisk miljø bestående af et vandbad og en aluminiumsblok. Hver prøvebeholder er
forbundet med aluminiumsblokken og målingen bliver foretaget mellem prøvebeholderen
og det termostaterede miljø, via en termopile (sensor) der registrerer varmeflowet (Wadsö,
1997). Ved at lade målingen forløbe over tid, fås der et billede af aktiviteten i prøvebeholde-
ren. Vandbadet og aluminiumsblokken sikrer, at prøverne holdes ved konstant temperatur.
Målinger der foretages direkte på varmeudviklingen fra en reaktion eller proces, kaldes di-
rekte kalorimetri. Dette giver den observerede termiske måling, som kan være korrekt, men
i nogle tilfælde der kan være behov for korrektioner, i forbindelse med eventuelle sidere-
aktioner eller andre utilsigtede processer. Ved sådanne korrektioner fremkommer en værdi
som er den ægte termiske måling. Eventuelle korrektioner kan gøres på baggrund af data,
der ikke indhentes på samme tid som den direkte kalorimetriske måling og siges derfor at
være indirekte (Battley, 1998).
I stedet for at måle varmeproduktionen direkte, er det muligt at estimere denne ved f.eks.
at anvende tidligere indhentede termiske data til at beregne, hvad varmeudviklingen for en
given reaktion eller proces må forventes at være (Battley, 1998). Dette kan f.eks. gøres ved
afledning fra analytiske værdier, i forbindelse med forbrug og produktion af stof ved meta-
bolisme, hovedsageligt i form af respiratoriske gasser, dvs. forbrugt ilt eller udskilt kuldioxid
ved respiration. Dette kaldes “indirekte kalorimetri” (Wadsö, 1997).
I projektet udfører vi ikke selv indirekte kalorimetri, men gør brug af respirationsmålin-
ger udførte af Nielsen et al. (2006). Målingerne anvendes til at give et estimat af, hvad vi
kan forvente af vore egne målinger.
4.2.1 Mikrokalorimeteret - Thermal Activity Monitor
Kalorimeteret der blev benyttet til forsøgene, er et isotermt mikrokalorimeter fra firmaet T-
hermometric A/B (Järfällar, Sverige), kaldet ’2277 Thermal Activity Monitor’ (TAM). Det
består i princippet af op til 4 uafhængigt forbundne kalorimetre, og har en opbygning som
beskrevet ovenfor. Dvs. den indeholder en 23 liters vandtank, hvori der er 4 aluminiumsblok-
ke der hver repræsenterer en kanal, hvori prøver kan nedsættes. I den TAM vi anvender er
der to kanaler. Blokkene er ikke internt forbundne men har vandbadet som fælles reference.
Vandbadet om aluminiumblokkene er meget præcist termostateret, og sikrer målestabilitet
ned til ± 0,0001◦C nøjagtighed (Thermometric).
5 Metode og materialer
5.1 Copepod kulturen
Den anvendte A. tonsa kultur, der dyrkes lokalt på Roskilde Universitetscenter (RUC),
stammer oprindeligt fra Danmarks Fiskeriundersøgelser (DFU). Siden arbejdet med A. tonsa
startede på RUC i 1991, er den løbende blevet suppleret herfra, når der har været behov for
at opskalere populationen, eller når den eksisterende population døde. I dette projekts forløb
blev populationen opskaleret i marts 2006, da der var behov for at optimere ægproduktionen.
Ligeledes har der været behov for opstart af en ny kultur to gange, da der har været
vanskeligheder med at holde liv i copepoderne.
Kulturen har gennem en årrække været dyrket ved 17 ◦ C i et klimarum, hvor copepoderne
opbevares i 60 liters tanke med 30 ppt GF/F filtreret havvand. Der var to tanke til de voksne
individer, mens en tredje blev brugt til at opbevare copepoder i naupliestadierne, da man
ellers risikerede at de blev ædt af de voksne.
Tankene blev forsynet med atmosfærisk luft via silikoneslanger fra en kompresser, mens
den daglige fodring med algen Rhodomonas salina blev foretaget manuelt. Copepoderne fik
omkring 400 mL Rhodomonas salina per døgn.
Under forsøgene blev copepoderne i videst muligt omfang holdt i mørke, da deres fødeoptag
herved forøges. Tankene var derfor forsynet med sort plastik og dækket med låg.
5.2 Algedyrkning
Copepoderne blev under eksperimentet fodret med alger af arten Rhodomonas salina, fra
en kultur på RUC, der med succes har været anvendt i en årrække.
Algerne blev kultiveret i rundbundede kolber (2-5 liter) med et medium bestående af sterilt
30 ppt GF/C filtreret havvand autoklaveret ved 105 ◦C, hvortil der foruden stamkultur af
alger, var tilsat en næringskilde i form af en mineral- og vitaminblanding (appendix III).
Kuldioxid blev tilført i form af atmosfærisk luft, via silikoneslanger fra en kompresser.
Dyrkningen foregik i et klimarum ved 17 ◦C, hvor algerne blev udsat for en konstant lyspå-
virkning fra en række lysstofrør med forskellig bølgelængde. Algerne var klar til at blive
anvendt når de havde antaget en mørkerød farve. Ved udtagning af algekultur til fodring
blev der efterladt mindst en tredjedel af algekulturen tilbage i kolben, hvortil der blev tilsat
to tredjedele nyt medie.
5.3 30 ppt havvand
Havvandet der blev anvendt til copepoderne, algedyrkningen etc. blev hentet hos DMU,
hvorfra det er renset for større partikler (GF/C filtreret). Vandet havde en salinitet på 30
og stammer fra bunden af Kattegat.
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Vandet med de andre saliniteter blev fremstillet ved hhv. inddampning og tilsætning af
MilliQ-vand, til 30 ppt havvand.
5.4 Udtagelse og klargøring af æg
I forløbet blev der udtaget æg på daglig basis, mens karrene blev renset en gang ugentligt.
Udtagelsen forgik ved at bunden blev “støvsuget” for æg, via en silikoneslange med et
påmonteret mundstykke. Vandet blev herved ledt gennem hhv. 400, 200, 125 og 70 µm
filtre, hvorved større urenheder (alger mm.), copepoder, nauplier og æg blev sorteret for
sig. Nauplierne og copepoderne blev ført tilbage til deres respektive tanke, mens æggene
blev opsamlet til videre forarbejdning. Vi sikrede os at æggene vi anvendte, var i et tidligt
stadie af deres embryogenese (maksimalt 2 timer gamle), ved ikke at bruge æggene fra den
første støvsugning vi foretog på en dag, men fjernede så vidt muligt alt hvad der var af æg,
så vi efterfølgende kunne støvsuge med to timers mellemrum. For at få samlet æg nok til
vores forsøg, tog vi æggene fra hver støvsugning og overførte til en kipautomat som blev
gennemboblet med nitrogen for at fjerne ilten, hvorefter de blev opbevaret ved 5 ◦C indtil
de skulle bruges.
Vi kunne desværre ikke få to-timers æg nok til at udføre alle forsøgene og gik derfor over
til at bruge cold stored æg i de sidste forsøg. Æggene stammede fra DFU og havde været
opbevaret i et iltfrit miljø ved 2-3◦ C siden november 2005, og var altså ca. syv måneder
gamle. For at æggene kunne få lov at komme sig inden forsøgene, blev de overført til 10 L
flasker med 30 ppt GF/C filtreret havvand, som i forvejen var gennemboblet med ilt i en
halv time. På den måde blev æggene henstillet i 23 timer i mørke ved 17◦C inden de blev
anvendt til forsøgene.
Før æggene kunne bruges blev de renset og talt. Det forgik ved at æggene gentagne gange
blev filtreret gennem et 90 µm filter, hvor større algerester sorteres fra, hvorefter æggene
blev opsamlet i et 70 µm filter. Herfra blev æggene overført til en kipautomat i et fast
volumen, med 30 ppt havvand tilsat penicillin/streptomycin med en koncentration på 10
mg/mL.
Antallet af æggene blev bestemt ved at der blev udtaget prøver på 3 x 10 mL i petriskåle,
som blev talt under en stereolup. Hvis disse tællinger stemte overens inden for 10 %, antog
vi at prøverne var repræsentative. Det samlede antal kunne herved bestemmes ud fra gen-
nemsnittet og det samlede volumen.
Når der skulle udføres målinger på æggene, rystede vi først kipautomaten for at sikre at
æggene var ligeligt fordelt, hvorefter vi delte indholdet i to lige store portioner ved hjælp
af kipautomatens dispenser. Derefter filtrerede vi de to ægsuspensioner, hver især, gennem
et 70 µm filter, hvorefter de blev skyllet ud i et lille måleglas med antibiotikavand, med
den ønskede salinitet. I de tilfælde hvor volumen af vand, der skulle til for at skylle alle æg
ud af filteret, oversteg de 3 mL der kunne være i kuvetterne, blev det overskydende vand
mundpipeteret fra.
Ægsuspensionen på ca 3 ml blev overført til TAMens kuvette og finjusteret, så begge ku-
vetter havde samme indhold. Først var den nøjagtige vægt af hver kuvette bestemt med en
analysevægt, så man ud fra differensen mellem den aktuelle vægt og kuvettens egen vægt,
kunne bestemme volumenet af indholdet. Da saltindholdet på intet tidspunkt oversteg 50
ppt, antog vi at opløsningen havde en densitet på 1 g/mL.
5.5 Viabilitetsundersøgelser 20
5.5 Viabilitetsundersøgelser
I forbindelse med hver af prøverne der blev kørt på TAMen, blev der udtaget æg til et klæk-
ningsforsøg. Vi er i løbet at projektet blevet mere opmærksomme på at æggene til dette så
vidt muligt skal have samme livsbetingelser som dem i prøven; dvs. samme salinitet, øvrig
stofopløsning og temperatur.
I starten af vores projekt udførte vi klækningsforsøg ved at udtaget nogle æg i en petriskål,
og bestemme æggenes antal under stereolup. Derefter blev de henstillet i to døgn ved stu-
etemperatur (23◦ C), hvorefter vi talte hvor mange æg der var tilbage og deraf beregnede
en klækningsprocent.
Ved det sidste salinitetsforsøg og alle ouabainforsøgene har vi sat 5 petriskåle til inkubering,
med omkring 20 æg i hver, over til klækning. Det gør det dels nemmere at tælle dem præcist
og dels øger den statistiske sikkerhed. I disse har vi endvidere talt antallet af nauplier, for
med større rimelighed at kunne bestemme klækningsprocenten. Som en sidste justering har
vi sat forsøgene over ved 17◦ C.
Klækningsforsøgene udført ved 10 og 50 ppt er udført ved, at petriskålene med æg først har
stået et døgn ved hhv. 10 og 50 ppt, hvorefter de er blevet overført til 30 ppt i yderligere to
døgn.
5.6 Målinger med Thermal Activity Monitor (TAM)
Målinger på TAMen udføres ved, at den prøve, som ønskes analyseret, overføres i et volumen
på 3 mL til en stålkuvette med et volumen på 4 mL. Derefter lukkes og forsegles kuvetten
med en metalring, hvorefter den renses for urenheder med ethanol, før den nedsænkes. Dette
gøres for at undgå et misvisende signal fremkaldt af f.eks. fingeraftryk.
Beholderen monteres på et perfusionsmodul med et omrøringsaggregat, der sikrer suspension
af æggene og en vis ilttilførsel fra luftlaget der er i kuvetten. Modulet sænkes ned i TAMen af
tre omgange, med mellerum på 15 og 45 minutter før målingen sættes i gang. Grunden til at
prøvebeholderen ikke sættes helt ned med det samme er, at den gradvist skal termostatere
til TAMens temperatur, før målingen kan foretages.
5.7 Forsøgsopstilling
Dette afsnit indeholder en samlet oversigt over de mikrokalorimetriske målinger det tiltænkes
at udføre i forbindelse med besvarelse af problemstillingen med en beskrivelse af formålet for
de enkelte målinger. Overordnet for alle målinger gælder, at de udføres ved en temperatur
på 17 ◦ C og ved de tre saliniteter 10, 30 og 50 ppt.
5.7.1 Basislinjer
Der køres målinger af antibiotikabehandlet saltvand ved hver af saliniteterne, til disse er no-
genlunde stabile. Dvs. at udsvingene ligger inden for et par µW. Da der ikke er nogen form
for biologisk metabolisme eller kemisk reaktion i dette vand, udgør målingerne nulpunkts-
niveauerne for de to kanaler hver især. Resultaterne herfra udgør på den måde basislinjer,
hvor gennemsnittet af de kørte basislinjer, for hver kanal, subtraheres fra metabolismemå-
lingerne kørt på pågældende kanal for derved at opnå de korrekte måledata.
Reproducerbarhed af flere basislinjer på samme kanal bruges til at dokumentere mikrokalo-
rimetrets målenøjagtighed. Basislinjer køres flere gange med jævne mellemrum mellem selve
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Figur 5.1 Termogram der illustrerer pålideligheden af måleresultaterne fra TAM’en.
metabolismemålingerne og det vil da være de basislinjer der ligger datomæssigt nærmest
metabolismemålingerne, der anvendes til korrektion af måledata.
Grafen på figur 5.1 viser to basislinier taget over 9 timer fra samme kanal med to dages mel-
lemrum. Værdierne ligger mindre end én µW fra hinanden, hvilket viser måleinstrumentets
store nøjagtighed.
5.7.2 Referencer
For at minimere fejlkilderne ved metabolismemålingerne køres der referencemålinger, for
derved at kunne opdage og korrigere for eventuel misvisende varmeudvikling, der skyldes
andre omstændigheder end selve æggenes metabolisme. Således udføres målinger sætvis,
med én måling og én reference.
Referencemålinger
-antibiotikavand 30 ppt uden æg
-antibiotikavand 10 ppt uden æg
-antibiotikavand 50 ppt uden æg
-antibiotikavand 30 ppt uden æg med ouabain
-døde æg i antibiotikavand 30 ppt
Antibiotikavandet referencemålingerne foretages på, er det samme havvand som æggene
befinder sig i ved målingerne; 0,2 µm filtreret havvand ved de respektive saliniteter og med
tilsat antibiotikaopløsning.
Referencemålingerne ved de respektive saliniteter, uden æg og uden ouabain, udføres for at
tjekke for eventuelt ’støj’ fra mikrobiel aktivitet i tilfælde af, at antibiotikaopløsningen ikke
har en fuldstændig effekt. Da resultaterne herfra viste, at der ikke er mikrobiel aktivitet til
stede, blev antibiotikavandet fremover anvendt til basislinjer.
For referencemålingerne der foretages på antibiotikavand uden æg men med tilsætning af
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ouabain, er formålet at undersøge om ouabain reagerer kemisk med havvandet eller antibi-
otikummet, som i så tilfælde vil give et misvisende signal. Dette var dog ikke tilfældet.
Der foretages endvidere en referencemåling på en prøve med æg der forinden er blevet var-
medræbt ved 60 ◦ C i 20 minutter (Nielsen, 2005), for at måle om omrøringen af æggene i
sig selv giver en mekanisk varme, som ellers ville kunne forveksles med metabolisk aktivitet.
Denne måling foretages på æg i 30 ppt 0,2µm filtreret antibiotikahavvand.
5.7.3 Metabolismemålinger
Det var tilstræbt ved alle mikrokalorimetriske metabolismemålinger at anvende æg der var
gydet i løbet af et tidsrum på to timer, hvormed usikkerheden i alderen formindskes til en
varians på ± 1 time. Dog er de sidste forsøg udført på cold stored æg, da vi ikke havde
tilstrækkelig mange to-timers æg til at udføre alle de forsøg vi gerne ville. Alle målinger
foretages i 0,2 µm filtreret havvand med tilsat antibiotikaopløsning.
Metabolismemålinger
-30 ppt med varierende antal æg
-10 vs. 30 ppt, begge uden ouabain
-30 vs. 50 ppt, begge uden ouabain
-50 ppt hhv. ± ouabain (Udført på cold stored æg)
-30 ppt hhv. ± ouabain (Udført på cold stored æg)
-10 ppt hhv. ± ouabain (Udført på cold stored æg)
Først køres der en række metabolismemålinger med et varierende antal æg ved 30 ppt. Dette
gøres dels for at undersøge hvor mange æg det er nødvendigt at anvende, for at få et signal
der adskiller sig markant fra støjniveauet, samt for at se om der er en sammenhæng mellem
antallet af æg og den metaboliske aktivitet. Resultaterne herfra bruges til at bestemme an-
tallet af æg der anvendes ved de andre metabolismemålinger.
Der foretages mikrokalorimetriske målinger ved henholdsvis 10 og 30 ppt uden ouabain
på æg fra samme batch, for at sikre at resultaterne herfra er helt sammenlignelige. Tilsva-
rende foretages der også målinger på æg der udsættes for henholdsvis 30 og 50 ppt uden
tilsætning af ouabain.
Vi havde en mistanke om at de ekstreme saliniteter ville have en omgående virkning på
æggenes metabolisme, og at vi ville gå glip af ændringerne, da kalorimeteret er en time
om at termostatere. Vi eksperimenterede derfor i første måling ved 50 ppt med at inducere
en mættet saltopløsning (30 %), når TAMen havde termostateret, og således gradvist øge
saliniteten fra 30 til 50 ppt mens målingen stod på. Derved kunne vi vente med at udsætte
æggene for den ekstreme salinitet til vi var i stand til at måle reaktionen. Det viste sig i-
midlertid at induktionen medførte voldsomme forstyrrelser i målingerne, og der gik derefter
uforholdsmæssigt lang tid før de var stabiliseret igen. Vi valgte derfor at udføre forsøgene
med den ønskede koncentration fra start. Samme fremgangsmåde gjaldt tilsætningen af ou-
abain, som vi også helst havde foretaget undervejs.
Der foretages målinger på æg fra samme batch henholdsvis med og uden tilsætning af oua-
bain for de respektive saliniteter, for derved at få et indblik i, hvor stor en andel Na+,K+-
ATPasen har i den metaboliske aktivitet ved de respektive saliniteter. Formålet med disse
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målinger er at bestemme den metaboliske aktivitet for æggene under de respektive salini-
teter, henholdsvis når der er tilsat Na+,K+-ATPase-hæmmeren ouabain og når der ikke er
tilsat hæmmer og ATPasen derfor forventes at fungere normalt. Dette gøres for at påvi-
se om der er en eventuel forskel i æggenes Na+,K+-ATPase-aktivitet under de respektive
saliniteter, idet en forskel i den metaboliske aktivitet, med og uden hæmmer, skulle være
en direkte indikation på aktiviteten af Na+,K+-ATPasen. Ved sammenligning af ATPasens
aktivitet ved de respektive saliniteter skulle det være muligt at indikere hvorvidt æggene
ionregulerer.
5.7.4 Databehandling
Alle målinger der foretages på TAMen afbildedes som grafer (termogrammer), hvor effekten
angives som funktion af tiden. TAMen angiver værdier for varmeudviklingen i effekt for
hver 10. sekund, som gemmes som rådata i computeren der er tilsluttet TAMen. Data fra
TAMen bliver overført til et Excel regneark. Databehandlingen for en given måling foregår
ved, at der tages et gennemsnit af måleværdierne for de basislinjer der datomæssigt ligger
nærmest den pågældende måling, hvor der kun tages højde for data efter termostateringen
er fuldendt, hvilket typisk er efter en time. Gennemsnittet af basislinjerne trækkes fra må-
leværdierne for den pågældende måling, hvorved de aktuelle værdier fremkommer. For at
få sammenlignelige værdier beregnes varmeudviklingen pr. æg ved at dividere med antallet
af æg i den pågældende prøve, da der var et varierende antal af æg i de forskellige prøver.
Den samlede varmeudvikling i en given tidsperiode bestemmes ved at foretage en forsim-
plet integrering af grafen, hvilket gøres ved at gange gennemsnitsværdien af målingen med
varigheden af den pågældende tidsperiode, således at 1µW · 1 sekund = 1µJ.
6 Resultater
Figur 6.1 Termogram der illustrerer, at der ikke er nogen mikrobiel aktivitet i referencen.
På figur 6.1 fremgår en graf med et plot af en basislinie (nederst) versus en reference (næst-
nederst) med det antibiotikavand, vi anvendte til forsøg. Ofte rører de to grafer hinanden,
og de ligger så tæt, at forskellene anses for ubetydelige, hvorfor antibiotikabehandling af
inkubationsvandet hæmmer den mikrobielle aktivitet. Grafen for et pilotforsøg med 220 æg
ses over basis- og referencegraferne, hvor signalet er en anelse stærkere, men stadig for svagt
til tydeligt at adskille sig fra referencerne. Til sammenligning ses grafen over et forsøg med
2500 æg øverst, hvor signalet er væsentligt stærkere. Ingen af prøverne indeholdende æg er
her korrigeret for basislinjer.
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Figur 6.2 Termogram der illustrerer, at omrøring ikke medfører mekanisk varme.
Figur 6.2 illustrerer en prøve indeholdende 1500 varmedræbte æg, samt to basislinjer kørt
henholdsvis dagen forinden og dagen efter. Som det fremgår af figuren medfører omrøring
af æggene ikke mekanisk varme, da signalet ikke er højere end basislinjerne.
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Figur 6.3 Termogram der viser varmeudviklingen af prøver med forskellige antal æg.
Figur 6.3 giver et overblik over den løbende varmeudvikling i tre prøver med forskellige an-
tal 2-timers æg ved 30 ppt. Som det fremgår er varmeudviklingen pr. æg højere for prøven
med 2500 æg, mens varmeudviklingen pr. æg ligger nærmere hinanden for prøverne med
henholdsvis 4300 æg og 2350 æg, som krydser hinanden ved omkring 2,5 timer. Prøven med
2350 viser en svag tendens til at stige, mens det omvendte er tilfældet for prøven med 4300
æg. I prøven med 2500 sås en klækningsprocent på 54, i prøven med 4300 var den 85 og i
prøven med 2350 var den 68±5.
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Figur 6.4 Termogram der viser varmeudviklingen pr. æg ved saliniteterne 10 og 30 ppm.
Figur 6.4 er en graf der viser udviklingen af varme pr. æg for 2-timers æg ved salinite-
terne 10 og 30. Æggene var indsamlet over flere dage, samlet i et batch og fordelt med
henholdsvis 2500 æg i prøven ved 30 ppt og 2800 æg i prøven ved 10 ppt. Æg målt ved en
salinitet på 10 ppt udvikler 28 % mindre varme end ved en salinitet på 30. I dette forsøg
var klækningsprocenten for forsøget ved 10 ppt 41 og ved 30 ppt var den 54.
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Figur 6.5 Termogram der viser varmeudviklingen pr. æg ved saliniteterne 30 og 50 ppm.
Figur 6.5 er en graf der viser udviklingen af varme pr. æg ved henholdsvis 30 og 50 ppt.
Æggene var 2-timers æg høstet over flere dage og samlet i et batch der blev fordelt med
henholdsvis 2350 æg i 30 ppt prøven og 1950 æg i 50 ppt prøven. Klækningsprocenten ved 30
ppt var 68±5 og ved 50 var den 59±7. Af grafen fremgår det, at 30 ppt prøven starter med
en lidt lav effekt, men hurtigt opnår et tilnærmelsesvis stabilt niveau, som dog til slut viser
tendens til en langsom stigning. Grafen for 50 ppt prøven ligger tydeligt på et højere niveau
fra starten med et tilnærmelsesvis stabilt niveau inden for de første 14 timer, hvorefter der
er en støt faldende hældning på grafen frem til målingens slut, hvor den krydser 30 ppt
prøven ved omkring 17 timer. Da målingen slutter tæt ved 19 timer, er det ikke muligt at
sige om den faldende tendens vil være kontinuerlig, eller om den har opnået et stabilt niveau
tilsvarende til 30 ppt. Prøven ved 50 ppt udvikler 48 % mere varme end referencen ved 30.
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Figur 6.6 Termogram der viser varmeudviklingen pr. æg ved 30 ppt hhv. med og uden tilsætning
af ouabain.
På figur 6.6 ses graferne for varmeudviklingen pr. æg for det første forsøg ved 30 ppt hen-
holdsvis med 0,8 mM ouabain og helt uden ouabain tilsat. Målingerne er foretaget på æg
der har været opbevaret cold stored et halvt år og der var 4200 æg til stede i hver prøve.
Klækningsprocenten for æggene med ouabain var 31±10 og for æggene uden ouabain var
den 26±3. Det fremgår af grafen, at varmeudviklingen for de to prøver ligger meget tæt i
de første fire timer, hvorefter prøven hvor der ikke er tilsat ouabain pludselig har en tydelig
stigning, mens prøven med tilsat ouabain har først har en svag stigning, men ellers ligger i
et niveau tæt på det i starten.
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Figur 6.7 Termogram der viser varmeudviklingen pr. æg ved 30 ppt hhv. med og uden tilsætning
af ouabain.
Af figur 6.7 ses graferne for varmeudviklingen pr. æg for andet forsøg ved 30 ppt henholdsvis
med 0,8 mM ouabain og helt uden ouabain tilsat. Målingerne er foretaget på cold stored
æg og der var 4800 æg til stede i hver prøve. Klækningsprocenten for æggene med ouabain
var 83±4 og for æggene uden ouabain var den 89±7. Som det fremgår af grafen, ligger
varmeudviklingen for de to prøver meget tæt i de første elleve timer, hvorefter prøven hvor
der ikke er tilsat ouabain falder til et lidt lavere niveau.
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Figur 6.8 Termogram der viser varmeudviklingen pr. æg ved 50 ppt hhv. med og uden tilsætning
af ouabain.
Figur 6.8 viser udviklingen i varme pr. æg ved 50 ppt for to prøver; en med en ouabainkon-
centration på 0,8 mM og en hvor der ikke er tilsat ouabain. Der var 5200 æg i hver prøve.
Klækningsprocenten for æggene med ouabain var 70±5 og for æggene uden ouabain var den
70±4. Begge grafer starter omtrentligt i samme niveau og følges ad indtil omkring 3 timer,
hvor prøven uden tilsat ouabain langsomt stiger gradvis, mens prøven med tilsat ouabain
har en noget kraftigere stigning i intervallet 3-6 timer, hvorefter grafen flader mere ud, dog
stadig med en tendens til svag stigning.
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Figur 6.9 Termogram der viser varmeudviklingen pr. æg ved 10 ppt hhv. med og uden tilsætning
af ouabain.
Figur 6.9 viser udviklingen i varme pr. æg ved 10 ppt for to prøver; en med en ouabainkon-
centration på 0,8 mM og en hvor der ikke er tilsat ouabain. Klækningsprocenten for æggene
med ouabain var 83±7 og for æggene uden ouabain var den 79±11. Begge graferne har en
stigning efterfulgt af et fald, men for grafen med ouabain er den lidt forsinket i forhold til
den uden. Den uden ouabain topper efter ca. 7 timer og den anden efter ca 9 timer.
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Figur 6.10 Søjlediagram der viser den samlede varmeudvikling pr. æg pr. time for forskellige prøver
med 2-timers æg.
Figur 6.10 viser varmeudviklingen pr æg for to timers æggenes vedkommende. Disse er
fremkommet ved at integrere ovenstående effektudtryk i tiden 1-16 timer. For 2-timers æg
ved 30 ppt var den laveste observerede værdi på 4,4 µJ æg−1 t−1, mens den højeste værdi
var på 10,3 µJ æg−1 t−1, hvorfor der ikke er nogen større sammenhæng mellem den samlede
varmeudvikling målt på forskellige batch på forskellige dage.
Figur 6.11 Søjlediagram der viser den samlede varmeudvikling pr. æg pr. time for forskellige prøver
med cold store æg.
Figur 6.11 viser varmeudviklingen på æg for vores cold stored æg. Disse er fremkommet ved
at integrere ovenstående effektudtryk i tiden 1-16 timer.
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Figur 6.12 Søjlediagram der viser klækningsprocenten for forsøgene udført på 2-timers æg.
Af figur 6.12 fremgår variationen i klækningsprocenten for de forskellige forsøg på 2-timers
æg. Der er kun standard afvigelser for de klækningsforsøg der blev udført med mere end en
replikat. Klækningsprocenten er lavest ved 10 ppt, hvilket også er forventeligt set ud fra,
at denne salinitet ligger længere fra deres fra deres naturlige habitat og set ud fra dette, er
klækningsprocenten ved 50 ppt relativt høj. Umiddelbart er der ikke nogen sammenhæng i
den store varition i klækningsprocenten for klækningsforsøgene ved 30 ppt.
Figur 6.13 Søjlediagram der viser klækningsprocenten for forsøgene udført på cold stored æg.
Af figur 6.13 fremgår variationen i klækningsprocenten for de forskellige forsøg på cold
stored æg. Med undtagelse af det første forsøg ved 30 ppt, er klækningsprocenten relativt
høj for dem alle. Der er ikke umiddelbart nogen sammenhæng mellem klækningsprocenten
og tilstedeværelse af ouabain.
7 Diskussion
I litteraturen er det påvist, at voksne A.tonsa osmoregulerer (Lance, 1965; Farmer & Reeve
1978; Gaudy et al., 2000; Calliari et al., 2006), og man er derfor fristet til tro det samme
gælder for deres æg. Holder dette ræsonnement, bør det være muligt, at påvise en klar sam-
menhæng mellem æggenes metaboliske aktivitet og saliniteten i deres omgivelser.
TAMens måde at måle metabolismen som helhed, har både sine fordele og ulemper. I
problemstillinger som denne, der ikke er velundersøgt, er det formålstjenligt at måle på
overordnede systemer, da man ikke ved hvor man specifikt skal fokusere. På den måde er
det muligt at undersøge om saliniteten i det hele taget påvirker metabolismen. Da dette
synes at være tilfældet, kan man gå videre med spørgsmålet om hvordan det foregår. For
at kunne undersøge dette ud fra TAM målingerne er man nødt til at supplere med andre
undersøgelser, da resultatet ellers vil være vanskeligt at tolke. Vores valg faldt på hæmning
af Na+,K+-ATPasen med ouabain, for at skelne produktion af osmolytter fra en eventuel
ionregulering, men resultaterne fra forsøgene var temmelig uklare.
Så vidt vi ved, har der ikke tidligere været udført forsøg med samme målsætning som vores;
det nærmeste er et forsøg udført af Nielsen (2005) på copepodæg, hvor tolerancen over for
sulfid og iltmangel blev undersøgt. Vi er derfor nødt til, i vores hypoteser om indflydelsen
af saliniteter, at støtte os til undersøgelser lavet på beslægtede organismer. Der gøres også
brug af de resultater de andre grupper i det fælles projekt løbende præsenterer. Eksempelvis
blev det påvist af projektgruppen på 2. semester Naturvidenskabelig Basisuddannelse, at
copepodæggenes volumen ændrer sig i forhold til saliniteten i deres ydre miljø, således at
æggenes størrelse er omvendt proportional med saliniteten. I det aktuelle forsøg blev æg ved
en salinitet på 30 overført til en salinitet på 10. Resultaterne viste en volumenforøgelse som
følge af et væskeoptag skabt af det øgede osmotiske tryk. En lignende observation blev gjort
af Elmedal et al. (2003) og Calliari et al. (2006), og heraf kan man med rimelighed slutte,
at æggenes skal er permeabel over for vand. Var æggene osmoregulatorer, ville man forven-
te en reaktion på volumenforøgelsen i form af et efterfølgende fald mod deres oprindelige
størrelser. Dette sekundære fænomen blev imidlertid ikke registreret i løbet af det tidsrum,
forsøget spændte over.
Set i lyset af vor problemstilling, tyder ovenstående resultater umiddelbart på, at copepo-
dæg er osmokonforme, da man ellers skulle forvente en volumenregulering som respons på
den ændrede salinitet.
Vi var i starten desværre temmelig ustrukturerede med vores klækningsforsøg og har der-
for måttet rette fremgangsmåden til undervejs. Dette har forbedret klækningsforsøgene, da
forholdene undervejs blev mere lig de forhold som æggene havde i kuvetten, men har også
medført at de ikke med rimelighed kan sammenlignes. Af denne grund er der ikke taget
35
7.1 Hensigtsmæssigt antal æg til forsøg 36
højde for klækningsprocenterne i resultatbehandlingen, hvilket vi ellers ville have gjort for
at få et mere præcist tal for varmeudviklingen pr. levedygtigt æg.
Optællingen af antallet af æg der blev overført til brøndene er også temmelig usikkert, idet
at æggene skulle opkoncentreres for at få dem ned på volumenet på de 3 mL der skulle
være i kuvetterne, og det var til tider vanskeligt at få alle æggene skyllet fri fra filtret. For
at mindske denne usikkerhed valgte vi at eftertælle antallet af æg efter selve målingerne,
hvilket i sig selv gav anledning til en ny fejlkilde, idet nogle af æggene var klækket undervejs.
Disse fejlkilder skyldes primært manglende rutine.
Da målinger med en TAM kan afsløre varmeudladninger på ned til en µW er instrumentet
ekstremt følsomt overfor ydre påvirkninger, hvilket er en permanent fejlkilde. En vellykket
måling er ligeledes afhængig af en stabil basislinie for begge kanaler, som repræsenterer nul-
linien; en omstændighed der smittede af på kvaliteten af visse af vores resultater. Undervejs
i forsøgsperioden skiftede vi fire pakninger for at sikre, at begge kuvetter lukkede tæt og
der ingen påvirkninger kunne komme udefra. Fra den dag var vore målinger og basislinjer
markant mere stabile og pålidelige.
Visse af æggenes reaktioner indtraf imidlertid så tidligt, at det ikke kunne registreres med
TAMen, da den stadig var i termostateringsfasen. Således kunne vi eksempelvis ikke, i en
og samme prøve, påvise en øget metabolisme som direkte reaktion på en ændret salinitet,
og alle observationer er baseret på sammenligninger mellem prøve og reference. Dette er en
svaghed, da TAMens to kanaler ikke måler nøjagtig ens. Ligeledes viste det sig uhensigts-
mæssigt at tilsætte salt- eller ouabainopløsninger under forsøget. Denne metode kunne ellers
have hjulpet til at omgå problemet med de manglende målinger under termostateringsfasen.
Vi kom for sent i tanke om, at vi burde undersøge iltforholdene i kuvetten. Hvis der under
forsøgenes forløb opstod anaerobe forhold, kunne det være grunden til, at varmeudviklingen
pr. æg syntes begrænset af antallet af æg i prøverne. Dog anser vi ikke dette for at være
sandsynligt, da der fandtes levende nauplier i kuvetterne efter forsøgene. Desuden har vi
beregnet iltmængden i kuvetten til 9,76·10−6 mol ilt. Hvis man omregner denne mængde af
ilt til varmeenergi, svarer det til 4,68 J; mere end fire gange den mængde varme, der blev
dannet i prøven med den højeste metaboliske aktivitet (se appendix I for udregning). Vi
målte desuden et fald i pH-værdien på 0,5 i en af de seneste prøver, men da denne type
målinger ikke blev foretaget konsekvent efter hvert forsøg, har vi valgt ikke at tage den i
betragtning. Det vidner imidlertid om respiration, da diffusion af CO2 i vandet sænker pH.
7.1 Hensigtsmæssigt antal æg til forsøg
Forsøgene i mikrokalorimetret (TAM) blev indledt med et pilotforsøg på 220 æg (se figur
6.1), for at bestemme det nødvendige antal æg at anvende i målingerne. Effekten målt
fra dette antal æg var imidlertid meget lav, og de fremtidige forsøg måtte udføres med
væsentligt flere æg, hvis ændringer i metabolismen skulle fremtræde klart. Under disse
forsøg på at finde et hensigtsmæssigt antal æg at anvende, observerede vi en gennemgående
sammenhæng mellem antallet af æg i prøven og det enkelte ægs varmeudvikling. I prøven
med 220 æg var æggenes individuelle varmeudvikling mere end dobbelt så stor som i prøven
med 2500 æg, som igen var betragteligt højere end værdien for 4300 æg. Resultaterne fra de
220 æg var ikke særligt pålidelige og har ikke været anvendt i resultatbehandlingen på linje
med de øvrige målinger, men resten af graferne viser samme tendens; at æggene hæmmer
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hinanden ved større koncentrationer. Resultaterne fra tidligere observationer (Nielsen, 2005),
hvor lignende TAM forsøg blev udført med 12.600 æg passer ligeledes i dette mønster.
Kurverne fra disse forsøg lignede vore grafer for 2500 æg, og udviklede samme mængde
varme på trods af det 5 gange højere antal æg. Man kunne således forestille sig en logistisk
sammenhæng mellem antallet af æg i en prøve og dens varmeeffekt, med en øvre grænse for
ægs varmeudvikling i en kuvette.
7.2 Salinitetsforsøg
For at måle forskellen på æggenes metabolisme under ekstreme saliniteter, planlagde vi at
udføre en serie på to forsøg; 10 versus 30 ppt og 30 versus 50 ppt. Hvis æg osmoregulerer,
ville man forvente en øget metabolisk aktivitet ved 10 og 50 ppt, for at bibeholde en kon-
stant salinitet inde i organismen, svarende til referencen på 30 ppt.
Ved lave saliniteter hævdes det i litteraturen, at respirationen intensiveres (Lance, 1965;
Calliari et al., 2006) og det præciseres, at der foregår en katabolisering af overflødige osmo-
lytter (Farmer & Reeve, 1978). Begge aktiviteter udvikler varme ud over hvilemetabolismen,
som skulle kunne dokumenteres af vores forsøg. Desværre har vore målinger ikke været en-
tydige: I salinitetsforsøget 10 versus 30 ppt (se figur 6.4), er varmeudviklingen 28 % lavere
ved den lave koncentration end i referencen, hvorimod forsøgene, der havde til formål at
påvise en eventuel effekt af ouabain, vidner om en termisk aktivitet i prøverne med 10 ppt,
der overstiger niveauerne for både 30 og 50 ppt (se figur 6.11). Uoverensstemmelsen skyldes
sandsynligvis, at æggene der blev anvendt til de to serier af forsøg ikke var fuldt ud sam-
menlignelige. I forsøgsserien med de tre saliniteter brugte vi udelukkende æg, der var høstet
inden for to timer efter de var blevet lagt, hvorimod forsøgsserien med ouabain blev udført
med cold stored æg, som behjælpeligt var blevet stillet os til rådighed fra DFU i Charlot-
tenlund. Sidstnævnte æg, som ikke havde samme alder, som de første, klækkede tidligere
og forventes derfor at have udviklet mere varme under forsøgene. Det skal understreges, at
resultaterne fra forsøg kun kan sammenlignes, hvis de er udført på æg der har copepod-
population, batch og alder til fælles. Skulle man spekulere over begrundelsen for to-timers
æggenes lave varmeudvikling ved 10 ppt, kunne man forestille sig, at en del af æggene som
følge af de stressende omstændigheder bliver quiescente og stopper udviklingen af embryo-
net. En anden hypotese kunne være, at æggene midlertidigt bremses i deres udvikling som
følge af chokket af at være overført til et medie med en anden salinitet. Herefter genoptages
metabolismen gradvist, for efter nogle timer at nå en form for plateau, hvis niveau dog stadig
er lavere end referencen med salinitetsværdi 30. Dette kunne skyldes en generel svækkelse
af æggene under de ugunstige forhold. Den lave rate i det tilhørende klækningsforsøg med
10 ppt., synes at understøtte denne tanke (se figur 6.12). Endvidere understøttes tanken om
æggenes stresschok af resultater fra forsøg udført af en af parallelgrupperne i dette semester:
Gruppen undersøger volumenændringer i copepodæg ved forskellige saliniteter. Ved bratte
fald i saliniteten svulmer ægget op og forbliver således i flere timer uden synlig tilbageregu-
lering. De modstridende resultater fra forsøget med cold stored æg understreger, at denne
type forsøg bør foretages med flere replikater.
Spekulationerne over to-timers æggenes reaktionsmønster ved 10 ppt. stemmer heller ikke
overens med informationerne givet om A.tonsa i litteraturen. Arten beskrives som tolerant
over for store variationer i saliniteten og særlig robust over for lave saliniteter (Farmer &
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Reeve, 1978; Gaudy et al.2000). Det skal imidlertid tages i betragtning, at der her beskri-
ves voksne copepoder og ikke æg, som i nærværende forsøg. I et forsøg udført af Gaudy
et al. (2000) påpeges det, at nauplier kan dø, hvis de klækker i for salte omgivelser, og de
osmoregulerende evner synes således ikke at være fuldt udviklede i den spæde begyndelse
af copepodens udvikling.
Ved de høje saliniteter tegner billedet sig lidt anderledes. Første forsøgsserie med de tre sa-
liniteter viser tydeligt en forhøjet metabolisme ved 50 ppt (se figur 6.5) som ifølge målingen
er 48 % højere end referencen. Det synes tydeligt, at æggene osmoregulerer for at tilpasse
sig de ændrede forhold. Efter 18 timer falder niveauet dog til under referencen, hvilket u-
middelbart kunne indikere en afsluttet produktion af ekstra osmolytter til genetablering af
forholdet mellem ioner ekstracellulært og osmolytter intracellulært (se afsnit om osmolyt-
ter). En anden tolkning af faldet kunne være, at æggene har opbrugt deres energireserver
og er ved at dø. Forsøget blev imidlertid afbrudt for tidligt til tydeligt at afbillede et sådant
forløb og vore beregninger senere i kapitlet afkræfter desuden en sådan hypotese. Hvorvidt
forskellen i varmeudviklingen mellem 50 ppt og referencen skal tilskrives ionregulering el-
ler produktion af osmolytter skulle afklares i forsøgene med ouabain, der ved hæmning af
Na+,K+-ATPasen ville tillade en bekvem deduktiv følgeslutning.
7.3 Forsøg med ouabain
Dette forsøg havde til formål at indikere, hvorvidt copepodæg ionregulerer. Ouabain er en
specifik hæmmer af Na+,K+-ATPasen, som er grundlæggende for ionregulering. Hvis ægge-
ne ionregulerer i en prøve ved 10, 30 eller 50 ppt, skulle det tydeligt kunne ses i forhold til
prøven med ouabain, i form af en ændret varmeudvikling.
Er de osmokonforme burde der ikke kunne observeres nogen betydelig ændring, da Na+,K+-
ATPasen ikke har nogen rolle i regulering med osmolytter. Hvis æggene ionregulerer, kan
hæmningen med ouabain tænkes at resultere i et fald i metabolismen, da Na+,K+-ATPasen
er inaktiv og derfor ikke bidrager til varmeudviklingen. Imidlertid kunne man i den forbin-
delse forestille sig, at æggene afløser ionreguleringen med syntese af osmolytter, i mangel
af en funktionel Na+,K+-ATPase. Denne syntese af osmolytter kunne vel tænkes at være
mere energikrævende end anvendelsen af Na+,K+-ATPasen, da det ellers ikke ville kunne
betale sig for æggene at ionregulere. Tanken passer overens med Farmers hypotese om, at
copepoder ionregulerer ved høje saliniteter af energetiske hensyn (se afsnit om energiforbrug
ved osmoregulering) (Farmer, 1979).
Vi kunne ikke se nogen entydig reaktion på ouabain hos æggene, men derimod var der i
vores klækningsforsøg med ouabain en gennemgående tendens til at nauplierne var døde,
hvor de stadig var levende i tilsvarende saliniteter uden ouabain. Dette kan opfattes som et
tegn på Na+,K+-ATPase-aktivitet hos nauplierne, hvilket er et tegn på at den i hvert fald
forekommer i de sene stadier af embryonaludviklingen. Sammenholdes denne observation
med vores forsøg på æg, virker det sandsynligt at skallen ikke er permeabel over for ouabain
og at stoffet derfor ikke kommer i kontakt med embryonerne. Antagelsen forekommer rime-
lig, da ouabain er et stort molekyle med en molarmasse på 584 g/mol. På graferne for 10
og 50 ppt forsøgene synes prøverne med ouabain at udvikle mere varme end referencerne,
selvom tendensen ikke er helt entydig. Den mest nærliggende forklaring er, at nulpunkterne
for målingerne er upræcise, da basislinjerne på det tidspunkt hvor prøven blev gennemført
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var forholdsvis ustabile.
Skulle det være tilfældet, at tilstedeværelsen af ouabain medfører en højere varmeudvikling,
ville første ræsonnement være, at ouabain alligevel er i stand til at trænge ind i ægget.
Herefter ville den hæmmede Na+,K+-ATPase resultere i en genoptaget og energikrævende
produktion af osmolytter, som ellers kun skulle foregå mellem 14 og 34 ppt.
7.4 Energiforbrug pr. æg
Skønt vore grafer er for inkonsistente til klart at vise en effekt af ouabain, er det gennem-
gående niveau for æggenes varmeudvikling, forholdsvis gennemskuelig. Den samlede varme
pr. æg pr. time kan bruges til at forudsige, hvor længe æg vil kunne opbevares før deres
energireserver vil være opbrugt. Ideelt set skulle det være muligt, at bestemme værdierne
for de respektive saliniteter, men vor mangel på replikater går ud over pålideligheden af en
sådan beregning. Dog vil vi anvende vore målinger til at bestemme æggenes iltforbrug og
sammenligne værdierne med tidligere resultater. Ud af de 13 målinger foretaget, ligger 7
mellem 5,6 og 7,4 µJ æg−1 t−1 på trods af forskelle på batches og måletidspunkter. Ifølge et
forsøg med nanorespirometri udført af Nielsen et al. (2006), er iltforbruget for et A. tonsa æg
0,22 nmol t−1. Ud fra æggenes biokemiske sammensætning udregner de varmeudviklingen
fra de bliver gydet til de klækker til at være 1,55 mJ æg−1. Da de regner med en klæknings-
tid på 15 timer svarer dette til 103,3 µJ æg−1 t−1. Denne værdi er væsentlig højere end de
værdier vi har målt, som går fra 3,8 til 10,6µJ æg−1 t−1, svarende til 3,7 - 10,3% af værdien
hentet fra den indirekte kalorimetri. Årsagen til de lave værdier registeret i TAMen er efter
vores opfattelse, som tidligere beskrevet i rapporten, at æggene hæmmer hinanden ved hø-
jere koncentrationer, som 5000 æg i 3 mL vand. Denne hypotese understøttes af værdierne
fra en anden rapport fra Nielsen (2005), hvori varmeudviklingen fra A. tonsa æg ligeledes
beregnes ud fra målinger med en TAM. Prøverne indeholdt 12.600 æg, og værdien pr. æg
blev beregnet til kun 1,86µJ æg−1 t−1. I overensstemmelse med vore forsøg synes der at
være en omvendt proportionalitet mellem antallet af æg i prøven og udviklingen af varme
pr. æg. Man kan forestille sig, at et begrænset antal æg forbliver aktive i prøven mens re-
sten overgår i quiescent stadie og således udvikler væsentligt mindre varme under forsøget.
Hypotesen understøttes af tilstedeværelsen af et mindre antal nauplier i TAM kuvetterne
efter endte forsøg.
Ifølge Nielsen et al. (2006) indeholder et A. tonsa æg 1,66 mJ energi, som er til rådighed
for embryogenesen. Hvis man ser bort fra nauplierne og desuden forestiller sig, at æggene
alle har samme metabolisme, vil det svare til, at de hver især bruger mellem 4,6 og 12,8 %
af deres energireserver i løbet af deres 20 timer i TAMen.
8 Konklusion
Det overordnede mål med projektet var, ud fra mikrokalorimetriske målinger, at belyse
hvorvidt æg fra A. tonsa er ionregulerende eller osmokonforme, med henblik på langtidsop-
bevaring af quiescente æg.
Saliniteten ser i høj grad ud til at påvirke den metaboliske aktivitet. I vores undersøgelse
så vi et fald i metabolismen på 28 % når vi sænkede saliniteteten fra 30 til 10 ppt hos
to-timers æg, hvorimod prøven med cold stored æg udviklede de højest observerede værdier
i samtlige prøver. Det uklare reaktionsmønster forhindrer os i at konkludere noget konkret
om æggenes metabolisme ved lave saliniteter.
Tvetydigheden var ikke at genfinde når vi hævede saliniteten til 50 ppt, da der, i prøven
med to-timers æg, blev observeret en stigning i varmeudviklingen på 48 %. Denne stigning i
metabolismen må reflektere en reaktion på den omgivende salinitet, da alle andre parametre
så vidt muligt er holdt konstante. Derfor mener vi at kunne se at der finder en osmoregule-
ring sted.
Brugen af ouabain synes ikke at have den tilsigtede effekt på varmeudviklingen og seri-
en af målinger tillod ikke be- eller afkræftelse af Na+,K+-ATPasens tilstedeværelse. Vi kan
derfor ikke ud fra vore forsøg med ouabain sige om osmoreguleringen finder sted i form af
syntese af osmolytter, eller om copepodæggene foretager ionregulering.
Observationen af samtlige naupliers død i klækningsforsøgene med tilsat ouabain, tyder på
at disse har Na+,K+-ATPase og at denne er nødvendig for deres overlevelse. Hvis dette er
tilfældet er det sandsynligt at ouabainen ikke trænger igennem æggeskallen. Ouabain er et
stort molekyle, så intuitivt virker det rimeligt at det ikke kan gennemtrænge kitinskallen. Vi
konkluderer på basis af ovenstående, at metoden med hæmning af Na+,K+-ATPasen med
ouabain ikke synes anvendelig på copepodæg.
Målingerne med TAMen viste overordnet, at mikrokalorimetri er velegnet til målinger af
metabolisme på copepodæg. Resultaterne var regelmæssige og viste tydeligt relative for-
skelle i æggenes varmeudvikling som følge af forskellige påvirkninger. Imidlertid har vi ik-
ke kunne registrere æggenes reaktioner inden for den første time af forsøget, på grund af
termostateringen. Det er derfor mest hensigtsmæssigt, at måle energetiske reaktioner som
forløber over længere tid, eller forekommer efter den første time af målingen.
De indledende forsøg antydede en omvendt proportionalitet mellem antallet af æg i prøven
og det enkelte ægs metabolisme. De registrerede værdier lå mellem 3,8 og 10,6 µJ æg−1 t−1,
som kontrast til værdier opnået ved indirekte kalorimetri på 103,3 µJ æg−1 t−1 (Nielsen et
al., 2006). Dette tyder på, at æggene hæmmer hinanden ved høje densiteter og forklarer de
lave metaboliske værdier opnået ved målinger i TAM.
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9 Perspektivering
Resultaterne viste, at der sker en tydelig ændring i metabolisme ved forskellige salinite-
ter, hvilket indikerer osmoregulering hos æggene. Tendensen fremstod dog ikke klart og det
kunne derfor være hensigtsmæssigt at replikere forsøgene for at opnå en tydeligere tendens,
samt et statistisk mere pålideligt resultat. Desuden ville det være på sin plads at efterprøve
præcisionen af målingerne ved samtidig at køre to prøver med samme antal æg, fra samme
batch, for at se om de to målinger giver det samme resultat.
I forbindelse med fortolkningen af resultaterne havde det været hensigtsmæssigt at foretage
nogle supplerende forsøg, for at opnå en maksimal værdi for æggenes varmeudvikling under
forskellige forhold i mikrokalorimetret. Eksempelvis kunne man udføre forsøg, hvor der må-
ltes på forskelligt antal nauplier, for dermed at bestemme, hvilken varmeudvikling det ville
give, hvis alle A. tonsa æggene var klækket. Ud fra denne viden, ville vi være i bedre stand
til at vurdere, hvor stor en del af varmesignalet der skyldes klækning.
En hypotese der opstod undervejs var, at æggene hæmmede hinanden, når et stort antal æg
var samlet på et lille volumen. Dette kunne efterprøves ved at udføre en række målinger på
metabolismen for et varierende antal æg, for derved at belyse om tendensen gør sig gælden-
de. Et af problemerne med at sammenligne klækningsraten i petriskåle med den klækning
der finder sted i mikrokalorimeteret er, at forholdende ikke er de samme. Et klækningsfor-
søg i en TAM-kuvette med et tilsvarende antal æg kunne måske give en realistisk værdi, da
samme forhold ville være til stede som under de mikrokalorimetriske målinger.
Undervejs i forsøget målte vi ikke ilt- og pH-værdier systematisk. Det ville have været hen-
sigtsmæssigt at gøre for at sikre os empirisk, at der var ilt nok til stede under målingerne. En
anden fordel ville være, at vi ville have haft en yderligere metode til at bestemme æggenes
metabolisme og dermed kunne bestemme denne med større sikkerhed.
Hvis vores hypotese om, at ouabain ikke er i stand til at gennemtrænge æggeskallen passer,
ville det være oplagt at anvende andre cardiac glykosider til at hæmme Na+,K+-ATPasen,
forudsat at de kan trænge igennem skallen. For at bestemme den hensigtsmæssige kon-
centration af cardiac glykosider til hæmning af Na+,K+-ATPasen hos A. tonsa kunne det
undersøges, hvor stor effekt forskellige koncentrationer har, derindunder den letale koncen-
tration. Da vi har en mistanke om, at æggeskallen ikke er permeabel for ouabain, kunne
dette undersøges hos nauplier.
De ovennævnte undersøgelser ville være en hjælp til besvarelse af problemstillingen, men for
at opnå en dybere forståelse er det nødvendigt at supplere med andre analytiske metoder,
eksempelvis måling af ionindhold og elektrokemiske gradienter.
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11 Appendix I - Iltberegninger
I følgende afsnit opskrives de iltberegninger der ligger til grund for de anvendte værdier i
diskussionen.
Beregninger af det maksimale iltindhold i kuvetterne ved iltmætning
Stålkuvetterne der blev anvendt til de mikrokalorimetriske målinger, havde (jf. afsnit 5.6)
et volumen på 4 cm3. Under forsøgene var kuvetterne fyldt med 3 mL antibiotikavand, og
mængden af tilgængeligt ilt må derfor beregnes i både luft og væskefasen. Dette gøres ved at
anvende hhv. idealgasloven og Henrys lov. Partialtrykket af ilt er 0,21 atm og temperaturen
ved målingerne var 17 ◦C.
Stofmængden af O2(g) i gasfasen i kuvetten beregnes ud fra idealgasloven:
n =
p · V
R · T ⇒ nilt,gas =
0, 21atm · 1cm3
82, 06 cm3atmmol·K · 290K
= 8, 82 · 10−6mol (11.1)
Før det er muligt at beregne stofm Stofmængden af ilt i væskefasen i kuvetten beregnes ud
fra Henrys lov:
K◦H =
mi
Pi
⇒ mi = K◦H · Pi (11.2)
hvor mi er koncentrationen i mol/kg, Pi er partialtrykket og K◦H er Henrys konstant.
Da Henrys konstant afhænger af temperaturen beregnes den for 17 ◦C ved at bruge van’t
Hoffs ligning:
KH,290K = e(1500(
1
290
− 1
298
)) · 0, 0013 = 0, 00149 mol
kg · bar (11.3)
Nu er det muligt at beregne stofmængden af ilt i væskefasen:
nilt,vske = 0, 00149
mol
kg · bar · 0, 21bar · 0, 003kg = 9, 4 · 10
−7mol (11.4)
Den samlede iltmængde i kuvetten bestemmes:
nilt,kuvette = 8, 82 · 10−6mol + 9, 4 · 10−7mol = 9, 76 · 10−6mol (11.5)
Stofmængden af ilt i kuvetten kan omregnes til, hvad det svarer til i varmeenergi via en
omregningsfaktor på 480 kJ mol−1 O2 (Nielsen et al., 2006):
480.000Jmol−1O2 · 9, 76 · 10−6molO2 = 4, 68J (11.6)
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Teoretisk iltforbrug i kuvetten
Følgende beregnes hvad det teoretiske iltforbrug maksimalt kan have været i vores forsøg.
Dette beregnes på baggrund af den højeste beregnede værdi for den samlede varmeudvikling,
nemlig 10,6 µJ æg−1 t−1. Målingen blev foretaget på 5000 æg over en tidsperiode på 18
timer (se resultatafsnit).
10, 6µJg−1t−1 · 5000g · 18t = 0, 954J (11.7)
Da værdien på den forbrugte ilt, 0,954 J, ligger betydeligt under den tilgængelige iltmængde,
4,86 J, har der ikke været iltmangel i kuvetten.
12 Appendix II - Ouabainopløsning
Mouabain: 728 g/mol
Opløselighed: 10 g/L = 10g/L728g/mol= 0,014 mol/L
I varmt vand: 50 g/L = 50g/L728g/mol= 13,722 mol/L
Stamopløsning 10 mM
Der tilsættes 240 µ L hvorved der opnås en koncentration i kuvetten på 0,8 mM.
10mM
13,722mM · 100 mL = 7,2876 g/L = 10 mM
Til en fremstilning af 5 mL stamopløsning skal der derfor bruges 36,438 mg ouabain.
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13 Appendix III - Medieopskrift til
algekultur
Opløsning A: Ionopløsning
4,50 g Na2EDTA
10,00 g NaNO3
3,35 g H3BO3
2,00 g NaH2PO4
0,36 g MnCl2·4H2O
0,13 g FeCl3·6H2O
0,10 mL Opløsning B
100 mL Deminiraliseret vand
Opløsning B
420 mg ZnCl2
400 mg CoCl26·H2O
180 mg (NH4)6Mo7O24·4H2O
400 mg CuSO4·5H2O
20 mL Demineraliseret vand
0,1 M HCl blev tilsat indtil stoffet var opløst og opløsningen var transperant.
Opløsning C: Vitaminopløsning
20 mg B1 vitamin (thiamid dicloride)
1 mg B12 vitamin (cyanocobalamin)
5 mg H vitamin (biotin)
10 mL Demineraliseret vand
1 mL af opløsning A og 0,1 mL af opløsning C sættes til 1 L pastoriseret (autoklaveret ved
105 ◦C) (Nielsen, 2005).
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14 Appendix IV - Ordliste
Acartia tonsa: En bestemt vandloppeart.
Affinitet: To molekylers evne til at binde til hinanden.
Anabolisme: Anvendes om de stofskifteprocesser hvor komplicerede organiske stoffer dannes
under forbrug af energi.
Aquaporin: Et transportprotein i plasmamembranen som specifikt faciliterer diffusion af
vand over membranen.
Batch: Æg som er høstet under samme betingelser.
Basislinje: Vi startede med at måle en prøve med milliQ vand, for at have et nulpunkt for
den effekt vi målte på æggene.
Brakvand: Vand som er en blanding af salt- og ferskvand, og som findes bl.a. ved flodmun-
dinger og i strandsøer.
Bindingssite: Betegnelse for det område i et molekyle, hvortil et andet molekyle binder.
Calanoid copepod: Vandloppernes slægtsnavn. Copepoda er ordenen og calanoida er en un-
derordnen.
Cardiac glykosider: Hjerteglykosider. Giftige planteglykosider med en stimulerende effekt
på hjertet.
Cold stored æg: Æg som opbevares ved 3-4 ◦C under iltfrie forhold for at udsætte klæknin-
gen.
Co-transport: Når to forskellige stoffer krydser cellemembranen sammen gennem et kanal-
kompleks.
Diapause æg: Æg som er genetisk programeret til at gå i dvale på et givent tidspunkt i
embryonaludviklingen.
Dimer: En dimer er et molekyle hvor to underenheder er forbundet.
Elektrontæthed: Bruges til at skelne forskellige vævstyper i scanning elektron mikroskopi.
Embryon: Foster. Bruges til at betegen en organisme i udviklingen mellem befrugtet æg og
individ.
Endoplasmatisk retikulum: Et system af membranbegrænsede rør eller sække i cytoplasmaet
hos eukaryoter. ER hænger sammen med kernemembranen og står ofte i forbindelse med
cellemembranen. Dens rolle er at danne og transportere forskellige stoffer i cellen.
Estaurine: Områder hvor floder løber ud i havet, og ferskvand af den grund blandes med
saltvand.
Euryhalin: Refererer til organismer som kan tolererer voldsomme ændringer i den ydre os-
molalitet.
Fibril: Tynd men solid struktur, bestående af protein og/eller polysakkarider.
Follikel: Celler som indvirker på modningen af ægget.
Fosforylering: Overførsel af en fosfatgruppe fra et molekyle til et andet.
Fylogeni: Evolutionære slægtsforhold.
Fytoplankton: Planteplankton. Akvatiske mikroorganismer.
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Gate: Passage.
Genetisk drift: Økologisk fænomen. Problematikken i indavl, hvor mange ressisive gener
kommer til udtryk.
GF/C og GF/F: GF er en forkortelse af glas fiber, som filtret består af. Det efterfølgende
bogstav indikerer maskestørrelsen.
Glykosylere: Tilføjelsen af en oligosakkarid eller en polysakkarid til et protein; finder sted
ved dannelsen af glykoproteiner i eukaryote celler. Glykosylation finder sted i det endoplas-
matiske retikulum og i golgiapparatet.
Granuler: Små kornstrukturer i cellen.
Habitat: Tilholdssted.
Herbivor: Planteæder.
Hvilepotentiale: Potentialeforskellen over cellemembranen når cellen ikke stimuleres.
Hyper-osmoregulering: Tilpasning til højere ydre saltkoncentration.
Hypersalin: Meget saltholdig.
Hypo-osmoregulering: Tilpasning til lavere ydre saltkoncentration.
Isotermt mikrokalorimeter: Kalorimeter som kan registrere meget små temperaturforskelle.
Ionregulering: Aktiv transport af uorganiske ioner over cellemembranen.
Katabolisme: Anvendes om nedbrydning af komplicerede organiske forbindelser under pro-
duktion af energi.
Kipautomat: Flaske med en anordning i låget som gør, at man nemt, hurtigt og ret præcist
kan afmåle et bestemt volumen.
Kultivering: Dyrkning.
Kuvette: Den beholder som den prøve man måler på befinder sig i under målingen.
Lagune: Lavvandet sø med havvand som er helt eller delvist adskilt fra havet ved en land-
tange, en ørække eller et koralrev.
Mitokondrier: Organel i eukaryote celler, hvor den aerobe respiration foregår.
Membranpotentiale: Den elektriske potentialforskel over en membran.
Nauplier: Individer i larvestadiet.
Ontogeni: Individets udvikling fra det befrugtede æg til det fuldtudviklede, kønsmodne in-
divid.
Omnivor: Både kød- og planteæder.
Osmokonform: Som ikke benytter sig af aktiv transport af uorganinske ioner i forbindelse
med osmoregulering.
Osmolalitet: Total koncentration af opløst stof udtrykt som molalitet.
Osmolyt: Frie aminosyre, som visse organismer bruger til osmoregulering. Osmotisk aktive
partikler.
Osmoregulering: Regulering af det osmosiske tryk i kropsvæskerne hos dyr.
ppt: Forkortelse af parts per thousand.
Pigment: Farvestof.
POCEFF: Preservation of copepod eggs for fish farming.
Pathway: Reaktionsvej.
Primærproducent: Organisme som er fotoautotrof og altså ernærer sig ved selv at synteti-
sere sukkerstof.
Plasmamembran: Den membran som afgrænser cellens cytoplasma udadtil.
Quiescens: Dvaletilstand som er fremprovokeret af miljøet og ophører når de ydre betingel-
ser bliver mere gunstige.
Salinitet: Saltholdighed i havvand. Angives oftest i promille (ppt).
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Scanning electron microskopi: En metode til at bestemme overfladestrukturen af et objekt
ved at måle vinklen og energien af elektroner som udsendes mod atomerne på overfladen af
objektet.
Stereolup: En form for lysmikroskop.
Stenohalin: Refererer til organismer som ikke tolererer voldsomme skift i den omgivne os-
molaritet.
Subitane æg: Æg som undergår en fortløbende embryonal udvikling.
Subunit: En enkelt enhed af et protein bestående af mange enheder.
Termostaterne: TAMens justering af temperaturen i vandbeholderen.
Termopile: Sensor i TAMen.
Termogram: Graf over termiske data.
Translokation: Transport af opløst stof fra et område af organismen til et andet.
Vesikel: Membransæk inde i cellen.
